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Over de bacteriën, welke werkzaam zijn bij de productie van het voor 
boter karakteristieke aroma, zijn door de bacteriologische afdeeling van het 
Rij kslandbouwproef stat ion te Hoorn reeds een tweetal verhandelingen ver-
schenen. In de eerste, dateerend van 19171), werden ontdekking, isolatie-
methode en de voornaamste eigenschappen der aromabacteriën beschreven 
en in de tweede2) werd verslag gegeven van een groot aantal roomzurings-
en karnproeven, welke in de eerste plaats aantoonden hoe inderdaad geur 
en smaak van de boter gunstig beïnvloed werden door de samenwerking 
van melkzuurbacteriën en aromabacteriën. Het vraagstuk van een betrouw-
bare roomzuring bleek echter door het enkele feit van de doelbewuste toepas-
sing der aromabacteriën bij deze zuring nog niet opgelost, zelfs niet bij gebruik-
making van geselecteerde zuursels, d.w.z. van bacteriologisch samengestelde 
zuursels, welke uitverkoren werden wegens hun bijzonder krachtig aroma-
tischen geur. 
Het is toch een bekend feit, dat niet alle melkzuurbacteriën en aroma-
bacteriën „op elkaar passen". Bij het maken van alle mogelijke combinaties 
van één melkzuurbacteriënstam en één aromabacteriënstam uit een beschikbaar 
aantal stammen van beide bacteriëngroepen, blijken bij de beoordeeling 
meestal slechts enkele der combinaties als „uitstekend" te kunnen worden 
bestempeld. Bij de andere combinaties is wel sprake van zelfs een duidelijken 
invloed der aromabacteriën op geur en smaak van het aldus verkregen zuursel 
in dien zin, dat deze zuursels den voor een melkzuurbacteriënreincultuur 
karakteristieken „goren" geur niet meer bezitten, doch een eigenlijke aroma-
1) F . W. J . BOEKHOTJT en J . J . OTT DE V E I E S , Aromavormers bij de roomzuring. 
Verslagen v. landbouwkundige onderzoekingen der Rijkslandbouwproefstations, 24 (1920),1, 
Jaarverslag Proefzuivelboerderij, 1917, blz. 48. 
2) F . W. J . BOEKHOUT en J . VAN BEYNTTM, Aromabacteriën en botergebreken, 
Verslagen v. landbouwkundige onderzoekingen der Rijkslandbouwproefstations, 32 (1927), 415. 
Jaarverslag Proef zuivelboerderij, 1926, blz. 266. 
(1) C. 65. 
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geur is slechts zwak of zelfs niet bemerkbaar. Deze omstandigheid is 
behalve door BOEKHOUT en O T T DE V R I E S ook duidelijk beschreven door 
HAMMEE 1) . 
Bij het samenstellen van een zuursel, hetwelk voor de boterbereiding moet 
dienen, bestaat dus thans geen andere weg, dan de zuiver empirische, waarbij 
men door ruikproeven uit combinaties van een beschikbaar aantal reincultures, 
die samenstellingen kiest, welke den meest aromatischen geur bezitten. 
Echter ook dan is men nog niet verzekerd van een goed resultaat, daar 
bij de boterbereidingsproeven al spoedig bleek, dat de eigenschappen der 
volgens de beschreven methode verkregen zuursels niet constant waren, gelijk 
gedemonstreerd werd door de cijfers, welke op de boterkeuringen werden 
verkregen. Zelfs werden wel gevallen aangetroffen, waarbij de boter, bereid 
uit room, geënt met alleen melkzuurbacteriën, een hooger aantal punten 
voor reuk en smaak kreeg dan de boter, waarvan de room met een zooge-
naamde goede combinatie van melkzuur- en aromabacteriën gezuurd was. 
Deze feiten doen duidelijk uitkomen, dat de selectie van een goed room-
zuursel nog niet op exacte gronden berust en dat er bij de roomzuring om-
standigheden zijn, welke zoodanigen invloed op de werking der bacteriën-
combinatie kunnen hebben, dat de aromavorming niet verloopt, zooals men 
wel zou wenschen. 
Om hierin verbetering te brengen, is allereerst noodig een betere kennis 
van de aroma vorming. Nu doet zich hierbij de moeilijkheid voor, dat het 
aromavormend proces verloopt onder invloed van twee bacteriesoorten, 
zoodat niet alleen de eigenschappen der beide soorten van belang zijn, maar 
ook de wederzijdsche beïnvloedingen van de eene soort op de andere en 
de andere op de eene. En het zijn juist kleine verschillen in den kwantitatieven 
aard der gebruikte bacteriënstammen, die hier door de wederkeerige werking 
een grooten invloed hebben. Combineert men één aromabacteriënstam met 
twee verschillende stammen van melkzuurbacteriën, dan kan het met deze 
twee zuursels verkregen aroma heel verschillend zijn, niettegenstaande toch 
beide melkzuurbacteriënstammen to t éénzelfde bacteriologisch scherp ge-
definieerde groep behooren. 
Ten gevolge van het feit, dat aroma alleen geconstateerd wordt bij gelijk-
tijdige aanwezigheid van melkzuur- en aromabacteriën, was het niet mogelijk 
de individueele eigenschappen van de aromabacteriën ten aanzien van de 
aromavorming op zich zelf te bestudeeren. Altijd moest de compliceerende 
invloed der melkzuurbacteriën geaccepteerd worden, hoezeer dan ook ge-
*) R. S. FABMEB and B. W. HAMMER, Studies on the development of butter 
cultures from mixtures of organisms, Agr. Exp . St. Iowa, St. Coll. of Agr. and Mech. 
Arts, Research Bulletin n°. 146, Dee. 1931. 
(2) C. 66. 
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wenscht was een methode te bezitten ter bestudeering van de aroma-
produceerende eigenschappen der aromabacteriën alleen. 
Hieronder worden nu een aantal proeven beschreven, verricht in de 
jaren 1924 tot 1930, welke alleen betrekking hebben op het aandeel der 
aromabacteriën bij de aromavorming en waarbij dus de invloed der melkzuur-
bacteriën werd uitgesloten. 
Koolzuur- en azijnzuurproductie in zuursels. 
Naar men weet, bezit gezuurde room een hoog gehalte aan opgeloste 
gassen. Bij het karnen in een hermetisch gesloten karnkneder wordt daarom 
eenigen tijd na den aanvang het apparaat stilgezet om door een opening 
den door het vrijkomen dezer gassen ontstanen overdruk te ontlaten. Aan-
gezien vóór het karnen deze gassen in den room in opgelosten toestand aan-
wezig zijn, mag verondersteld worden, dat zij voor het grootste deel uit 
koolzuur bestaan. 
Inderdaad vindt men in gezuurden room en in zuursel een hooger 
gehalte aan koolzuur dan in melk of room, welke niet aan de verzuring 
door een mengcultuur (van aromabacteriën en melkzuurbacteriën) is onder-
worpen. Bij doorblazen van een cultuur met koolzuurvrije lucht en 
absorptie van het koolzuur hieruit in barytwater werd bijv. gevonden een 
hoeveelheid van de orde van grootte van 10 mg koolzuur per 10 g 
zuursel; in ongeënte melk werd op deze wijze slechts 0,6—1,3 mg per 
10 g aangetoond. De laatste waarde heeft echter een toevallig karakter, 
daar zij sterk afhankelijk is van de wijze, waarop de melk vóór het 
verrichten der bepaling bewaard is. 
Dat het hooge koolzuurgehalte van een mengcultuur te wijten is aan 
de aromabacteriën, blijkt uit de bepaling van het koolzuur in een cultuur 
van melkzuurbacteriën, waar 0,6—1,9 mg koolzuur per 10 g werd ge-
vonden; dat is dus een zelfde hoeveelheid als in ongeënte melk. In rem-
cultures van aromabacteriën alleen wordt in denzelfden tijdsduur als 
waarin een zuursel tot rijpheid komt, bijna geen koolzuur geproduceerd, 
maar op den langen duur ontstaat toch in deze cultures een hoeveelheid, 
die overeenkomt met de in rijpe zuursels gevondene. Ook op andere wijze 
kan men een koolzuurproductie in reincultures van aromabacteriën aan-
toonen. Als men nl. aromabacteriën ent in een diepe laag weigelatine, 
waarvan men de stikstofvoeding heeft verrijkt door toevoeging van bijv. 
3 % pepton Witte, dan wordt hierdoor de groeisnelheid der bacteriën zóó 
verhoogd, dat het ontstane koolzuur niet snel genoeg kan wegdiffundeeren, 
(3) C. 67. 
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waardoor gasbellen in den voedingsbodem ontstaan, alsof men met een 
gistende bacterie te doen heeft. 
Uit het bovenstaande zien wij dus een verschil tusschen de koolzuur-
productie in een reincultuur van aromabacteriën en in een mengcultuur 
van aroma- en melkzuurbacteriën, niet echter, wat de totale produceerbare 
hoeveelheid betreft, doch slechts ten opzichte van de productiesnelheid. 
Voor het ontstaan der totale hoeveelheid koolzuur spelen de melkzuur-
bacteriën dus geen rol. Dit doet de vraag rijzen of de snellere werking 
der aromabacteriën in een zuursel, ten aanzien van de koolzuurproductie, 
toegeschreven moet worden aan een invloed der bacteriën op elkaar of op 
de aanwezigheid van melkzuur. 
Voegt men kunstmatig melkzuur toe aan melk, waarin aromabacteriën 
gekweekt worden, dan ook komt het tot een koolzuurvorming, welke 
tamelijk snel verloopt. Er werd bijv. in een kolf met melk, waaraan per 1 
62,5 cc n/l melkzuur was toegevoegd, na 2 dagen 5,2 mg koolzuur per 
10 cc gevonden en na 3 dagen reeds 9,5 mg per 10 cc. Ook bij deze 
proef is dus het koolzuur niet zoo snel ontstaan als in een mengcultuur, 
doch we mogen hierbij bedenken, dat de groeimogelijkheid der aroma-
bacteriën in beide gevallen niet dezelfde is. In het eene geval vindt de 
melkzuurvorming geleidelijk plaats en vinden de aromabacteriën gelegen-
heid in de eerste periode snel te groeien, terwijl in het andere geval door 
de kunstmatige toevoeging van het zuur de zuurgraad van het begin af 
een hooge waarde heeft, welke de ontwikkeling der aromabacteriën remt. 
Er is dus reden te veronderstellen, dat het verschillend verloop der 
koolzuurvorming in reincultuur en in mengcultuur te wijten is aan de 
aanwezigheid van melkzuur. Een speciale werking der melkzuur6ac£mëw is 
niet aanwezig. 
Bij proeven over de productie van koolzuur is gevonden, dat over een 
langer tijdsverloop gerekend, eenzelfde aromabacteriënstam evenveel kool-
zuur vormt in niet-aangezuurde melk als in melk, waaraan verschillende 
hoeveelheden melkzuur zijn toegevoegd, aangenomen althans, dat de 
hoeveelheid toegevoegd melkzuur de aromabacteriën niet in hun groei 
belemmert. 
In een zuursel of in zurenden room kan de koolzuurvorming ver-
schillend verloopen. Waar na 24 uren zuren bij 141/2° C soms 9 à 10 mg 
C02 per 10 g aangetoond wordt, kan het ook voorkomen, dat in dit 
tijdsverloop veel minder ontstaan is. De normale hoeveelheid wordt dan 
gedurende de volgende dagen gevormd. Zoo werd bijv. in een geval 
gevonden, bij 15° na 24 uren, 3,55 mg, na de volgende 3 etmalen nog 
4,45 mg en gedurende het 5de etmaal 1,2 mg. 
(4) C. 68. 
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In het verloop der koolzuurproductie treden dus reeds individueele 
verschillen op, welke een aanwijzing geven over het al of niet „rijp" zijn 
van een cultuur. 
In een koolzuurgehalte heeft men wel bewijs willen zien van de goede 
eigenschappen van een zuursel en dan een zuursel als goed willen be-
oordeelen, indien bij verhitting schuimvorming geconstateerd werd. In 
ieder geval toont een koolzuurontwikkeling de tegenwoordigheid van 
aronaabacteriën aan, hoewel een dergelijke proef te grof is om de boven-
genoemde individueele verschillen te demonstreeren. 
Voor ons heeft thans de koolzuurvorming geen ander doel, dan dat wij 
hierin een werking der aromabacteriën zien, welke onafhankelijk is van de 
aanwezigheid van melkzuurbacteriën. 
Er is nog een tweede proces, dat kwantitatief onafhankelijk van de 
melkzuurbacteriën is. Dit is de vorming van vluchtig vetzuur. 
Zooals reeds door BOBKHOUT en OTT DE VRIES was aangetoond, wordt 
in mengcultures van melkzuur- en aromabacteriën azijnzuur gevormd. 
Door verbetering der bepalingsmethodiek*) is het mogelijk geworden de 
azijnzuurvorming beter te vervolgen, vooral in kwantitatief opzicht. 
De bepalingen werden verricht door in een destilleerkolf 50 cc cultuur 
+ 50 cc water -f- 10 cc n/l zwavelzuur + 10 à 15 druppels gereinigd olie-
zuur te destilleeren. Na afdestilleeren van 50 cc vloeistof wordt 50 cc 
water toegevoegd, enz. en op deze wijze een aantal destillaten verkregen, 
welke getitreerd worden met n/50 NaOH. Uit de verkregen titerreeks 
wordt het gehalte aan azijnzuur berekend. 
Men vindt nu in een uitgerijpt zuursel, d. i. dus in een mengcultuur 
van melkzuur- en aromabacteriën, een hoeveelheid azijnzuur van ongeveer 
40 cc n/50 per 50 cc. Een reincultuur van alleen aromabacteriën in melk 
levert ongeveer 40 cc n/50 per 50 cc, terwijl dit getal ook gevonden 
wordt bij reincultures in melk, waaraan melkzuur is toegevoegd. De 
totaal-hoeveelheid gevonden azijnzuur is onafhankelijk van de melkzuur-
concentratie, zoolang ten minste deze den groei der bacteriën niet ver-
hindert. 
Bij alle proeven is altijd als vluchtig zuur uitsluitend azijnzuur ge-
vonden. Bepalingen, verricht over zeer lang tijdsverloop, met een viertal 
aromabacteriënstammen gaven steeds getallen van dezelfde orde van grootte. 
De snelheid van de productie van het azijnzuur is afhankelijk van de 
omstandigheden. Hoewel in alle omstandigheden ten slotte dezelfde hoe-
x) J . VAN" BEYNTJM, De bepaling van vluchtige vetzuren volgens de destillatie-
methode. Verslagen van landbouwkundige onderzoekingen der Bijkslandbouwproefstations, 
39 C (1933), 57. Jaarverslag der Proefzuivelboerderij, 1932. 
(5) C. 69. 
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veelheid gevormd wordt, is het verloop van deze vorming anders in een 
mengcultuur met melkzuurbacteriën dan in een reincultuur van aroma-
bacteriën in melk en weer anders dan in cultures in melk met verschil-
lende hoeveelheden melkzuur; dit wel in verband met de verschillende 
groeiwijzen in deze verschillende omstandigheden. 
Deze resultaten komen niet geheel overeen met die van HAMMEB 1), 
hetgeen ongetwijfeld geweten moet worden aan de bepalingsmethodiek en 
den ouderdom der cultures op het tijdstip der bepaling. 
In de vorming van het azijnzuur zien we dus een tweede voorbeeld 
van onafhankelijkheid van het metabolisme der aromabacteriën van de 
melkzuurbacteriën. Dit gaf aanleiding om te beproeven of de aroma-
vorming zelf wellicht eveneens zonder de hulp van melkzuurbacteriën tot 
stand kan komen. 
Aromavorming zonder melkzuurbacteriën. 
Tot nu toe werd de aromavorming beschouwd als het resultaat van een 
symbiose van aroma- en melkzuurbacteriën, waarbij de aanwezigheid en 
de werkzaamheid der melkzuurbacteriën als onontbeerlijk werd beschouwd. 
Deze onontbeerlijkheid werd door BOEKHOUT en OTT DE VRIES ZÓÓ sterk 
uitgedrukt, dat zij de melkzuurbacteriën als de eigenlijke vormers van het 
aroma beschouwden, waarbij de aromabacteriën de grondstof zouden leveren. 
De noodwendigheid van, althans een medewerking der melkzuurbacteriën, 
vindt sterken steun in het feit, dat een aromabacterie van het soort, 
zooals wij steeds in Nederlandsche zuursels vinden, alleen in melk ge-
kweekt, nooit aroma vormt. 
Gezien het feit nu, dat het metabolisme der aromabacteriën in zekeren 
zin onafhankelijk is van de melkzuurbacteriën, doch dat het verloop er 
van met den tijd beinvloed wordt door de gelijktijdige aanwezigheid van 
melkzuurbacteriën of van slechts toegevoegd melkzuur, bestond er aan-
leiding de cultuur van aromabacteriën in kunstmatig met melkzuur zuur-
gemaakte melk nader te bestudeeren. Inderdaad werd in dergelijke vloei-
stoffen aromavorming waargenomen, gelijk blijkt uit de nevenstaande tabel. 
Bezien wij deze tabel nader, dan is het zeer voor de hand liggend de 
conclusie te trekken, dat voor de vorming van het aroma een bepaalde 
zuurgraad het voordeeligst is. Het maximum van geur treedt op bij een 
*) B. W. HAMMER, Volatile acid production of S. lacticus and the organisms 
associated with it in starters. Agr. Exp. St. Iowa, St. Coll. of Agr. and Mech. Arts, 
Research Bulletin n°. 63, Oct. 1920. 
(6) C. 70. 
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TABEL 1. 
Hoeveelheid n/ l 
melkzuur per 


























Gecultiveerd bij 21° C. Geënt was met 10 % reincultuur in melk van een aroma-
bacteriënstam op 3 November 1924. 
zuurgraad, waarbij de melk ongeveer een titer heeft van 7,5 à 8 ce n/10 
per 10 cc. Daarboven en daarbeneden neemt de geur af. Dat deze laatste 
veronderstelling toch niet geheel juist is, kan blijken uit de volgende 
proef, welke zich over een grooter tijdsverloop uitstrekt en waarbij te-
gelijkertijd de groei der aromabacteriën is nagegaan. 
TABEL 2. 
cc n/ l melk-
































































Gecultiveerd bij 21° C. Geënt met 10 % reincultuur in melk van een aromabacteriën -
stam op 12 November 1924. 
Deze proef wordt nog duidelijker, indien we enten met een veel kleinere 
hoeveelheid aromabacteriën, waarbij dus het groeibeeld niet zoo sterk 
vertroebeld wordt door de groote massa in het begin van de proef aan-
wezige bacteriën. 

















































































Gecultiveerd bij 21° C. Geënt met 1 groot oog per 30 cc aromabacteriënstam op 12 November 1924. 
In de eerste plaats blijkt, dat voor aromavorming een minimum zuur-
graad noodig is. Aromavorming wordt pas mogelijk boven een zuurgraad, 
welke iets beneden een caséine coaguleerenden zuurgraad ligt. 
Verder leeren de tabellen, dat de vorming van het aroma niet bepaald 
wordt door een optimum-zuurgraad, doch dat de mogelijkheid van 
bacteriegroei bepalend is. Het aanwezige zuur, waarvan de concentratie 
tijdens de proef practisch niet verandert, heeft een duidelijken invloed op 
den groei der aromabacteriën, zoodanig dat een snelle groei bij de hoogere 
zuurgraden later optreedt dan bij de lagere zuurgraden. In overeenstem-
ming hiermede zien wij het aroma bij hoogeren zuurgraad pas later 
ontstaan en het wordt pas geconstateerd na de verandering van het aantal 
bacteriën in de cultuur tot „zeer veel". 
Bijzonder illustratief hiervoor is de volgende proef. 





































































Gekweekt bij 21° C. Geënt 1 groot oog aromabacteriënmelkcultuur in 30 cc op 26 November 1924. 
1) In het vervolg zullen wij voor meerdere overzichtelijkheid de teekens: g = goor, 
n = neutraal, z z a = zeer zwak aroma, z a = zwak aroma, ar = aroma, d a = duidelijk 
aroma, gebruiken. 
(8) C. 72. 
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Het aroma ontstaat dus in de kolfjes met 5, 6 en 7 cc melkzuur na 
resp. 2, 5 en 21 dagen, juist in overeenstemming met het tijdstip van 
snellen groei. Dat hier geen sprake is van groeibelemmering door bijv. een 
overmaat vrij melkzuur wegens een slechts langzaam bereiken van het 
chemisch evenwicht in het melk-melkzuurmengsel, kon bewezen worden 
door de proef te herhalen bij enting van aromabacteriën in kolfjes melk, 
welke reeds 14 dagen vóór de enting zuurgemaakt waren met melkzuur. 
In deze proef werd hetzelfde resultaat verkregen als in tabel 4. 
In cultures met toenemenden zuurgraad is er dus een grens, waar-
boven geen aromavorming mogelijk is, omdat hier de hooge zuurgraad het 
den aromabacteriën onmogelijk maakt te groeien. Zoodra we beneden deze 
grens komen, zal in melk dus, zij het na längeren tijd, aroma kunnen 
ontstaan. De hierbedoelde zuurgraadgrens is niet voor iederen aroma-
bacteriënstam dezelfde. Als gewoonlijk bij bacteriën, is hier een wijde 
variatie, waardoor ook het beeld van de proeven, voorgesteld in de 
tabellen 2, 3 en 4, voor verschillende stammen kwantitatief verschillend 
is. Eenig inzicht werd hierin verkregen door reincultures van verschillende 
aromabacteriën te kweeken op Weigelatine (d. i. wei van melk, gestremd 
met stremsel, met 10 % gelatine en van lakmoes-neutrale reactie), waar-
aan verschillende hoeveelheden melkzuur waren toegevoegd. 
Het bleek bij deze proeven, dat de aromabacteriën in het algemeen 
nog bij hoogeren zuurgraad op de gelatineplaten groeiden dan de melk-
zuur bacteriën, doch grijpen de groeigebieden van beide bacteriesoorten 
over elkaar heen, zoodat het niet mogelijk is, met behulp van zure wei-
gelatine een scheiding tusschen deze soorten te verkrijgen. D. w. z. er zijn 
melkzuurbacteriën met een even hooge zuurresistentie als aromabacteriën. 
Van de op zuurresistentie onderzochte stammen melkzuurbacteriën gaf 
de meest zuurtolerante nog groei te zien op weigelatine met 0,24 % melk-
zuur (2,7 cc n/l melkzuur per 100 cc); de minst zuurtolerante groeide niet 
op weigelatine met 0,12 % melkzuur (1,3 cc n/l melkzuur per 100 cc). 
Van de in dit opzicht bestudeerde aromabacteriënstammen groeide er één 
nog op weigelatine met 0,36 % melkzuur (4,0 cc n/l melkzuur per 100 cc) 
en een andere niet op weigelatine met 0,18 % melkzuur (2,0 cc n/l melk-
zuur per 100 cc). 
Uit deze proeven blijkt wel, dat het niet in alle gevallen mogelijk is, 
zooals boven reeds opgemerkt werd, uit een zuursel de aromabacteriën af 
te scheiden door kweeken op zuurgemaakte voedingsbodems. 
Niet alleen, dat er verschil bestaat in zuurresistentie tusschen verschillende 
stammen van aromabacteriën, er is ook verschil in de zuurverdraagzaamheid 
bij de verschillende individuen van eenzelfden stam, zoodat bij het 
(9) C. 73. 
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maken van een koloniën cultuur van één stam op zure weigelatine niet alle 
individuen zich tot koloniën ontwikkelen. Bij een der stammen groeide op 
weigelatine met 0,3 % melkzuur slechts 5 % van het aantal individuen 
(vergeleken met een zelfde enting op weigelatine zonder zuur). Deze om-
standigheid maakt het dus onmogelijk om zelfs in het geval, dat er in 
een zuursel een duidelijk verschil in zuurresistentie is tusschen aroma- en 
melkzuurbacteriën, het aantal aromabacteriën in het zuursel met behulp 
van zuurgemaakte weigelatine te meten. 
Als wij ons realiseeren, dat de aromabacteriën slechts hun aromatische 
stof kunnen produceeren in melk met een zekeren zuurgraad, liggende 
tusschen een hoogste en een laagste grens, en dus hun aroma in een 
zuursel slechts kunnen vormen tijdens de zuring, dan schijnt het voor de 
hand te liggen om te veronderstellen, dat die aromabacteriënstam het 
beste resultaat zal geven, welke nog bij hooge zuurgraden in staat is te 
groeien. Een dergelijke stam zal nl. over een grooter tijdsverloop de 
gelegenheid hebben in een door melkzuurbacteriën zuur wordend zuursel 
aroma te vormen dan een stam, welke spoedig door het tijdens de zuring 
gevormde melkzuui tot werkeloosheid gedwongen wordt, waardoor voor 
dezen laatsten stam slechts weinig of geen gelegenheid was aroma te 
vormen. Dit lijkt vooral logisch, indien wij bedenken, dat de zuring in 
een zuursel zeer snel verloopt. Het traject der zuring loopt nl. bij 17° 
practisch over ongeveer 15 à 20 uren. Hierna maakt de snelle stijging van 
den zuurgraad plaats voor een steeds langzamer wordende. Nu is van de 
periode van 15 à 20 uur slechts een gedeelte beschikbaar voor de vorming 
van aroma, omdat zoolang de zuring nog niet voortgeschreden is tot een 
zoodanige hoogte, dat stremming van de melk opgetreden is, de aroma-
bacteriën geen aroma vormen. Voor een zuurgevoelige aromabacterie is 
dus slechts een tijd van enkele uren beschikbaar voor de vorming der 
geurstoffen. 
Dat echter een dergelijke opvatting een te eenvoudig beeld geeft, bleek 
reeds direct, toen bij vergelijking van 2 zuursels, samengesteld door 2 ver-
schillende stammen van aromabacteriën te combineeren met eenzelfden 
melkzuurbacteriënstam, het mengsel, waarin juist de minst zuurresistente 
aromabacterie aanwezig was, beter geurende en smakende boter te geven 
dan dat, waarin de meer zuurresistente aromabacterie aanwezig was. 
Behalve op weigelatine werd de tolerantie jegens melkzuur ook onder-
zocht in melk en deze proef gaf tegelijkertijd een nieuwe aanwijzing over 
de aromaproductie in zuur milieu. Zie tabel 5. 
Zeer opvallend is in deze proef het verlies van den aromageur. Een-
maal gevormd aroma kan dus door de werking der aromabacteriën weder 
(10) C. 74. 
365 
TABEL 5. 
cc n/ l melkzuur per 
























Gekweekt bij 21° C. Geënt met 1 groot oog aromabacteriëncultuur in melk op 
6 December 1924. 
verdwijnen, en wel zoodanig, dat, als de omstandigheden gunstig zijn voor 
snelle aromavorming, zij evenzeer gunstig zijn voor het snelle verdwijnen 
van den geur. D. w. z. hoe krachtiger de aromabacteriën in staat zijn zich 
te ontwikkelen, des te sneller ontstaat en verdwijnt het aroma. Bij lagen 
zuurgraad is daarom het aroma dikwijls slechts maar op één dag te 
constateeren. 















































































































































Gekweekt bij 21° C. Geënt met 1 groot oog melkcultuur op 31 December 1924. 
De bacterie A.R. I, 6,1 vernietigt blijkens deze proef het eigen aroma 
niet zoo snel als bacterie A.R. I, 3,2, hetgeen duidelijk blijkt bij een 
middelmatigen zuurgraad van 4,7 à 5 cc n/l melkzuur per 100 cc melk. 
(11) C. 75. 
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Ook bij een andere proef werd het aromavernietigend vermogen der 
aromabacteriën in het licht gesteld. Bij deze werd een haast onbegrensde 
houdbaarheid van het aroma verkregen in zuurgemaakte cultures, waarin 
de aromabacteriën spoedig na het hoogtepunt der aromavorming waren 
afgestorven. 
Ongetwijfeld moet ook dit vermogen tot aromavernietiging verband 
houden met de gevoeligheid voor zuur van de betreffende aromabacterie. 
Is de gevoeligheid voor zuur groot, dan zal in een mengcultuur (met 
melkzuurbacteriën), waarin de zuurgraad niet constant is, doch met den 
tijd toeneemt, de aromabacterie eerder zijn werkzaamheid beëindigen dan 
indien de zuurgevoeligheid gering is. Sterk zuurresistente aromabacteriën 
kunnen dus wel nog bij hooge zuurselzuurgraden aroma blijven vormen, 
doch kunnen het aroma bij die zuurgraden ook vernietigen. D. w. z. dat 
ook tijdens het bewaren van de boter, gemaakt met behulp van een 
zuursel, waarin een zuurresistente aromabacterie aanwezig is, de vernietiging 
van het aroma door de aromabacteriën zijn voortgang kan hebben. 
Het verschijnsel van het verdwijnen van den geur bij het ouder 
worden der cultuur, hetwelk wij uit de tabellen 5 en 6 aflazen en wat 
ook te zien is in de daaraan voorafgaande tabellen, doet dus vermoeden, 
dat in een goed zuursel het aroma a. h. w. door den hoogen zuurgraad, 
die de melkzuurbacteriën in de cultuur veroorzaken, „geconserveerd" wordt. 
Bij sterk zuurresistente aromabacteriën wordt de zuurgraad niet hoog 
genoeg om deze „conserveering" te bewerkstelligen. 
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(12) C. 76. 
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zuurgemaakt met gepasteuriseerd n/l melkzuur, en wel met resp. 4 en 5 cc 
per 100 cc. 
Na de enting met aromabacteriën werd gekweekt bij 21° C en op den 
dag, waarop een kolf je aromageur vertoonde, werd meer gepasteuriseerd 
melkzuur toegevoegd om op natuurlijke wijze (evenals in een zuursel kan 
gebeuren) de werkzaamheid der aromabacteriën stop te zetten. Tabel 7. 
De toestand van aromageur der cultures is hier dus bestendigd door 
toevoeging van méér melkzuur, en dat hier van een werkelijke conser-
veering sprake is, volgt uit het resultaat van die kolfjes, welke zuurder 
gemaakt zijn met 5 cc n/l melkzuur per 100 cc, waardoor in deze cultures 
een zuurgraad werd veroorzaakt, die zóó hoog ligt, dat de aromabacteriën 
onmogelijk meer hebben kunnen groeien. 
Hoewel de melkzuurbacteriën door hun eigen individueele eigenschappen 
het proces der aromavorming gecompliceerder maken op een wijze, welke 
thans nog niet te overzien is, is ter staving van het voorgaande een 
tweetal aromabacteriënstammen met duidelijk verschil in zuurgevoeligheid 
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i) br = branderig, een geur, welke eenigszins aan amylalcohol of cacaopoeder 
doet denken. 
(13) C. 77. 
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De aromabacfcerie A.W. s 4 is in deze tabel de zuurresistentere van 
beide. Inderdaad is na 6 dagen het aroma van de zwakker zuurverdragen-
de aromaeultuur beter, terwijl toch na 2 dagen de geur bij beide stammen 
ongeveer dezelfde was. Op te merken valt, dat de mengcultures na 2 dagen 
gestremd waren en geacht kunnen worden op den derden dag hun eind-
zuurgraad practisch te hebben bereikt. 
Vermoedelijk zijn hier kleine verschillen in zuurresistentie reeds van 
beteekenis. Bij de ten tijde dezer proeven in ons bezit zijnde reincultures 
van aromabacteriën was het verschil, bepaald op met melkzuur zuur-
gemaakte weigelatine, niet veel grooter dan overeenkomt met 0,7 cc n/l 
melkzuur per 100 cc. Er bestaan grootere verschillen, doch alle rein-
cultures waren geselecteerde stammen, welke juist uitmuntten in aroma-
productie, zoodat, indien in de hierboven ontwikkelde hypothese juistheid 
schuilt, groote verschillen niet verwacht kunnen worden. 
Van een aantal aromabacteriënstammen is het vermogen tot aromavorming 


































In figuur 1 is van enkele dezer de geur grafisch voorgesteld, zoodanig 
dat op de verticale as de intensiteit van den geur en op de horizontale 
as de tijd is uitgezet. Toelichting dezer figuur op blz. 403. 
(14) C. 78. 
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De verschillen bestaan dus in de meerdere of mindere snelheid, waar-
mede het aroma gevormd wordt (uitkomende in den tijd, welke verloopt 
tusschen enting en ontstaan van het aroma) en in het langer of korter 
behouden van het aroma. Daar deze beide processen ieder op andere wijze 
door de zuurgevoeligheid beheerscht worden, is het toch niet doenlijk 
gebleken uit de verkregen grafische voorstellingen af te lezen of een 
aromabacterie goed of slecht zal voldoen in een zuursel. Bij vergelijking 
van deze grafische voorstellingen met de keuringscijfers der boterproeven 
werd geen duidelijk verband gevonden. Slechte in enkele duidelijke ge-
vallen vertoonde het keuringscijfer der boter overeenstemming met de 
grafiek der gebruikte aromabacterie. Er werd bij\. een laag cijfer voor 
geur en smaak der boter gevonden bij een aromabacterie, welke haar 
aroma langzaam vormde en snel vernietigde, tegenover een hooger keu-
ringscijfer voor een bacterie, welke het aroma snel produceerde en lang-
zaam vernietigde. 
Indien het juist is dat aromabacteriën, welke nog bij hooge zuurgraden 
krachtig kunnen groeien, minder gunstig zijn voor toepassing in een zuursel, 
is het niet onverschillig op welke wijze men zich aromabacteriën verschaft. 
Volgens de methode BOEKHOUT—OTT DE VRIES worden aromabacteriën 
geisoleerd door van een goed zuursel een koloniëncultuur op weigelatine aan 
te leggen en hieruit van de in gesteriliseerde melk afgeënte koloniën de niet-
gestremde te onderzoeken op aromaproductie. De methode van STORCH1) 
gaat uit van 14 dagen-oude zuursels. Door de vernietigende werking van het 
zuur zijn hierin gewoonlijk de melkzuurbacteriën geheel of bijna geheel af-
gestorven, zoodat bij het maken van een koloniëncultuur overwegend aroma-
bacteriën op de gelatineplaten verschijnen. Br bestaat dan echter kans, dat 
men uitsluitend de sterkst zuurresistente stammen isoleert. Geheel zeker 
is dit niet, daar het verdragen in niet-groeienden toestand van een hoogen 
zuurgraad niet samen behoeft te gaan met de mogelijkheid van groei bij 
hoogere aciditeit. Volgens onze ervaring hebben in groote trekken de op de 
wijze van STORCH geïsoleerde aromabacteriën bij boterproeven slecht voldaan. 
Hierboven is beschreven hoe men een eenmaal in de cultuur gevormd aroma 
kan conserveeren door toevoeging van meer melkzuur. De hoeveelheid melkzuur 
die men kan toevoegen, is onbeperkt. In een zuursel geschiedt deze zuurgraad-
verhooging ook. Deze is echter beperkt tot de natuurlijke grens der zuur-
vorming van de melkzuurbacteriën. De melkzuurbacteriën der zuivelindustrie 
nu bereiken gemiddeld een zuurtiter van 9,0 cc n/10 per 10 cc melk, welke 
titer dus wordt verkregen door toevoeging van 7,2 cc n/l melkzuur per 100 cc 
1) V. STOKCH, Fortsatte Undersögelser over Fremstillingen af Syrevaekkere, 102de 
Beretning fra Forsögslaboratoriet, 1919. 
(15) C. 79. 
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melk. Gewoonlijk is na 24 uren zuren de titer van een melkzuurbacteriën-
cultuur zelfs iets lager en ongeveer 8,7 cc n/10 per 10 cc melk. In hoeverre 
er bij dezen zuurgraad sprake is van conserveering van het aroma, moge 
blijken uit tabel 9. Bij deze proef werd een aantal aromabacteriënstammen 
geënt in melk met 5 cc n/l melkzuur per 100 cc. Na het verschijnen van het 
aroma werd aangezuurd met 1,9 cc n/l melkzuur per 100 cc en in de daarop-






































































Zuur toegevoegd op 21-4 
Geen zuur toegevoegd 
Zuur toegevoegd op 21-4 
Geen zuur toegevoegd 
Zuur toegevoegd op 21-4 
Geen zuur toegevoegd 
Zuur toegevoegd op 21-4 
Geen zuur toegevoegd 
Gekweekt bij 21°. Geënt op 18 April 1925. 
De melkzuurgisting in een zuursel. 
Bij de proef van tabel 9 wordt wederom geconstateerd hoe de eene aroma-
bacterie zich anders gedraagt dan een andere. In een zuursel moeten deze 
verschillen zich eveneens openbaren. Doch uit dergelijke eenvoudige 
proeven als de beschrevene is moeilijk iets te concludeeren over het 
gedrag der aromabacteriën in een zuursel. Terwijl in de beschreven proeven 
de aromabacteriën gekweekt worden bij een constanten zuurgraad, welke 
dan na een zekeren tijd kunstmatig verhoogd wordt tot een andere eveneens 
constante waarde, geschiedt de zuring in een zuursel gelijkmatiger en het 
verloop van de melkzuurvorming is niet dezelfde bij verschillende stammen 
van melkzuurbacteriën. Nemen wij op grond der hierboven beschreven proeven 
aan, dat de melkzuurbacteriën in het zuursel alleen beteekenis hebben voor 
de productie van het aroma in zooverre zij het door de aroma-bacteriën 
(16) C. 80. 
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benoodigde melkzuur leveren, dan nog kan het niet geheel onverschillig zijn 
hoe het verloop van de melkzuurgisting is. 
Het is algemeen bekend dat men bij de vorming van een product van een 
bacteriegroei in een geschikten voedingsbodem verschillende phasen kan onder-
scheiden1). Na een z.g. incubatietijdperk, waarin van de vorming van het be-
treffende product analytisch nog niets te bemerken valt, volgt een phase, waarin 
de hoeveelheid ervan op ongeveer logarithmische wijze toeneemt. In de derde 
phase neemt de productie steeds sneller af, to tdat het proces geheel stilstaat. 
Het incubatietijdperk treedt ook op bij de melkzuurgisting. Dat dit geen 
periode van rust is, doch da t in deze periode zóó weinig zuur wordt gevormd, 
da t de hoeveelheid niet voor analyse toegankelijk is, blijkt uit figuur 2, waarin 
het verband melkzuurconcentratie — tijd is geteekend voor entingen van 
resp. 10 %, 5 %, 1 % en 0,5 °/00. Bij de sterkere entingen zien wij geen incubatie-
tijdperk, omdat hier van het begin af reeds zooveel melkzuurbacteriên aan-
wezig zijn, dat hun zuurvorming wel direct meetbaar is. Trouwens men kan 
berekenen dat bij zwakke entingen in de eerste uren bij een constant productie-
vermogen slechts onbepaalbare hoeveelheden melkzuur gevormd worden. 
Het incubatietijdperk behoort dus ook tot de logarithmische vermeerde-
ringsperiode, tenzij men werkt met entmateriaal, hetwelk een rustperiode 
heeft doorgemaakt. Amerikaansche onderzoekingen hebben gedemonstreerd, 
da t er dan wel eerst een periode van verminderd reproductievermogen is 
(lag time). 
De belangrijkste conclusie uit figuur 2 is het feit, dat het verloop van de 
zuurvorming zeer weinig afhankelijk is van de enthoeveelheid. In de belang-
rijkste periode der gisting loopen de vier lijnen ongeveer evenwijdig. Zoowel 
bij de enting van 10 % als bij die van 0,5 °/00 duurt de zuurgraadverhooging 
in de cultuur van 3,2 tot 7,2 cc n/10 per 10 cc 83/4 uur. Het gevolg hiervan is 
een gelijk verloop van proeven, of deze nu met veel of weinig bacteriemateriaal 
geënt worden. Dezelfde verschijnselen doen zich bij een zwakke enting alleen 
later voor. De stremming der melk geschiedde b.v. in de proef van figuur 
2 na resp. 12, 16, 25 en 35 uren. 
De melkzuurbacteriên der zuivelindustrie, hoewel behoorende tot één of 
misschien twee physiologisch tamelijk scherp omschreven soorten2), ver-
schillen zeer sterk in verzuringssnelheid. Het is eigenlijk slechts deze functie, 
welke de waarde van een melkzuurbacteriënstam voor de zuivelindustrie 
bepaalt. Voor de kaasbereiding althans is practisch de eenige eisch, die aan 
een zuursel gesteld wordt, een groote snelheid van melkzuurvorming, opdat 
!) Zie o.a. GBIMM, Centralbl. f. Bakt. I I , 32 (1911) 65 en RAHN, Idem, 32 (1911) 375. 
2) Zio OELA J E N S E N , The lactic acid bacteria, Kopenhagen 1919., 
(17) C. 81. 
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de melksuiker geheel vergist is vóór de kaas in de pekel komt en opdat de 
melksuiker zóó snel wordt omgezet, dat de wel altijd aanwezige colibacteriën 
Tl" rER 
T IJD 801 JUR 
FlG. 2. Zuurvorming in centrifugemelk door melkzuurbacterie M W n bij verschillende 
enthoeveelheden. Geënt mot een uitgegroeide melkcultuur. Gekweekt bij 16J° C. 
(18) C. 82. 
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geen voldoende ontwikkelingskans krijgen. Ook voor een boterzuursel wordt 
de eisch van snelle melkzuurvorming gesteld, opdat bij de gebruikte lage 
verzuringstemperaturen bij een enthoeveelheid van ongeveer 10% zuursel 
de room na een bepaalden tijd den gewenschten zuurgraad bezit. 
De verzuringssnelheid kan b.v. uitgedrukt worden door opgave van den 
stremmingsduur bij een bepaald entpercentage en kweeking bij bepaalde 
temperatuur. Zoo worden door ons de melkzuurbacteriën onderscheiden in 
één-, twee-, drie- en meerdaagsche, waarmede bedoeld wordt, dat cultures, 
verkregen door enting van 4 mg van een uitgegroeide melkcultuur in 30 cc 
melk bij 21° C. gestremd zijn binnen resp. 1, 2, 3 of meer etmalen. Figuur 3 









FlG. 3. Gekweekt bij 17° C. Geënt met 0,5 °/o0 melkcultuur. De horizontale 
lijn geeft aan den zuurgraad, waarbij de melk bij deze temperatuur stremt. 
Bij onze proeven en bij praktij kzuursels hebben we alleen te doen met 
snelzurende melkzuurbacteriën1). Dat ook bij deze het verloop der gisting 
niet voor alle stammen gelijksoortig is, bewijst figuur 4, waarin de zuurvorming 
1) Overigens treft men in zuursels naast snelzurende steeds langzaam zurende 
types aan. 
(19) C. 83. 
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in centrifugemelk voor drie verschillende stammen grafisch voorgesteld is. 
Het kwantitatieve verschil bij deze drie stammen, zooals zich dit uit in strem-






Fia. 4. Gekweekt bij 17° C. Geënt met 10 % melkcultuur. 
(20) C. 84. 
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van kwalitatieven aard. Bij de melkzuurbacterie I I eindigt de zuurvorming 
tamelijk abrupt, terwijl bij de stammen I en I I I na het eindigen van de 
logarithmische phase nog een merkbare zuurgraadverhooging optreedt. Vooral 
voor de bacterie I I I is dit zeer opvallend. Dit moet bij de vorming van aroma 
in een mengcultuur zeer zeker van invloed zijn. Als wij ons bepalen tot de 
vroeger genoemde zuurgraden, waarbij aromavorming door de aromabacterën 
kan geschieden, dat is dus het zuurgraad-interval, bepaald door zuurtoevoeging 
van 4 tot 6 cc n / l melkzuur per 100 cc, dan is de tijdsduur van de stijging 
der titer over dit interval bij de melkzuurbacteriën I en I I 3 uren en bij de 
bacterie I I I 10 uren. 
Stellen wij de vraag hoe deze eigenaardige verschillen in den vorm der 
gistingskromme verklaard kunnen worden, dan wijzen de omstandigheden, 
evenals bij de aromabacteriën, naar den invloed, welke het zuur in de voedings-
vloeistof op de bacteriën uitoefent. De gemiddelde» aromabacteriën hebben 
een groeigrens in melk, welke ongeveer ligt bij een toevoeging van 7 cc n / l 
melkzuur per 100 cc, d. i. een t i ter der melk van ongeveer 9,0 cc - per 10 cc, 
d.i. dus een zuurgraad, welke overeenkomt met den eindzuurgraad, die melk-
zuurbacteriën in melk bereiken. Nu weten wij, dat de melkzuurbacteriën 
gemiddeld hun groeigrens hebben bij een lageren zuurgraad dan de aroma-
bacteriën; dat wil dus zeggen, dat de melkzuurbacteriën hun vermeerdering 
of groei moeten beëindigen vóór het bereiken van den door hen zelf ver-
oorzaakten eindzuurgraad, of dat de laatste phase der melkzuurgisting toege-
schreven moet worden aan een enzymewerking zonder celvermeerdering. 
Dat dit werkelijk het geval is, blijkt uit de volgende proef. In gesteriliseerde 
melk, waaraan verschillende hoeveelheden gepasteuriseerd n / l melkzuur was 
toegevoegd, werden melkzuurbacteriën geënt in zeer kleine hoeveelheden en 
daarna werd door uitstrijken op weigelatine na verschillende dagen bepaald 
of groei viel te constateeren. Zie tabel 10. 
De betreffende bacterie groeit dus niet meer bij een titer in melk van 7,1 
cc n/10 per 10 cc, hoewel de door deze bacterie veroorzaakte eindtiter, in een 
14 dagen-oude cultuur bepaald, 9,0 cc n/10 per 10 cc bedraagt. 
Wordt de proef van tabel 10 uitgevoerd met andere melkzuurbacteriën, 
dan vindt men verschillende waarden voor deze groeigrens. Zoo groeit van 
de bacteriën van figuur 4 N°. I I I niet meer bij een toevoeging van 5,3, N°. I I 
daarentegen niet meer bij 6,0 cc n / l melkzuur. Het is mogelijk, zoo niet 
voor de hand liggend, om het spoediger afbuigen der zuringskromme uit 
een grootere zuurgevoeligheid van het vermeerderingsproces te verklaren. 
Dat het kwantitatieve verloop van het melkzuurgistingsproces op de 
(21) C. 85. 
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TABEL 10. 
cc n/l melkzuur 


















































Gekweekt bij 21° C. Geënt met 0,4 mg van een uitgezuurde melkzuurbacteriëncultuur 
per 30 cc op 10 Maart 1925. 
aromavorming van grooten invloed is, blijkt wel uit de groote verschillen 
der tijdsduren, gedurende welke aromavorming door de aromabacteriën 
practisch mogelijk is. Voor een aangenomen zuurgraadinterval van 4,0 tot 
6,7 cc n / l geproduceerd melkzuur per 100 cc melk werd voor verschil-
lende melkzuurbacteriën, welke toch alle tot het tweedaagsche type be-
hoorden, een beschikbare tijd voor aromavorming gevonden, varieerend 
van 5 uren tot 23 uren bij een temperatuur van 17° C. 
De bron van het aroma. 
De aromabacteriën zijn in staat om een krachtig aroma te ontwikkelen 
in melk, waaraan melkzuur is toegevoegd. Dat evenwel het melkzuur zelf bij 
de synthese der aromatische stof van geen belang is, kon aangetoond worden 
met andere zuren. Een duidelijke aromavorming werd geconstateerd in 
cultures van aromabacteriën in melk, waaraan was toegevoegd per 100 cc: 
5 à 6 cc n / l zwavelzuur, 5 à 6 cc n / l zoutzuur, 5 à 6 cc n / l salpeterzuur, 
5 cc n / l oxaalzuur, 5 à 6 cc n / l wijnsteenzuur, 5 à 7 cc n / l citroenzuur. 
Ook werd aroma verkregen bij gebruik van phosphorzuur, appelzuur 
en barnsteenzuur. Het is dus alleen een zekere zuurgraad van het milieu, 
welke de melk geschikt maakt om door de werking der aromabacteriën aroma 
te produceeren. Daardoor wordt ook de beteekenis der melkzuurbacteriën 
alleen maar teruggebracht tot het brengen van de melk in het zuurgraads-
gebied, dat voor aromavorming geschikt is, en eventueel het veroorzaken 
van een aromaconserveerenden zuurgraad. 
Caséine en albumine zijn van geen belang voor het aroma, zooals 
blijkt uit het optreden van aromageur in sera, verkregen door filtratie 
(22) C. 86. 
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van met zuren gecoaguleerde gesteriliseerde melk. In dergelijke sera ver-
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Gekweekt bij 21° C. Geënt met een aromabacterïenstam op 9 Juni 1925. 
De beperkte rol der melkzuurbacteriën werd ook gedemonstreerd door 
de aromavorming, welke geconstateerd werd in gepasteuriseerd serum van 
cultures in melk van melkzuurbacteriën, gedeeltelijk geneutraliseerd met 
calciumcarbonaat. 
Zelfs in Chamberlandfitraat van melk kan bij een juiste zuurtoevoe-
ging (van 1,5 tot 3,5 cc n / l melkzuur per 100 cc) aroma gevormd worden. 
Hierna is getracht aromaproductie te verwezenlijken in kunstmatig 
samengestelde bodems, bijv. water, 5 % lactose, voedingszouten, y2 % 
caseïnepepton, melkzuur. 
In dezen bodem groeiden echter de aromabacteriën niet, ook niet na 
toevoeging van asparagine of na vervanging van caseinepepton door 
pepton Wit te . Toevoeging va«, caséine had, gelijk te verwachten was, 
evenmin resultaat. 
De vertegenwoordigers uit de groep der melkzuurbacteriën stellen hooge 
eischen aan den voedingsbodem. Bij deze proeven is wel gebleken, dat de 
aromabacteriën in dit opzicht nog kieskeuriger zijn dan de gewone melk-
zuurbacteriën. Daarom missen wij een belangrijk hulpmiddel om op 
betrouwbare wijze den invloed van verschillende stoffen op de aroma-
vorming te bestudeeren. Wel is het mogelijk om groei der aromabacteriën 
te verkrijgen in verschillende stoffen, welke de natuur ons biedt, doch 
hierbij blijft het nadeel, dat wij onvoldoende op de hoogte zijn van de 
fijnere samenstelling van deze. Zoo biedt bijv. vleeschbouillon een uit-
stekende voeding aan melkzuur- en aromabacteriën en hiervan is gebruik 
gemaakt voor enkele proeven omtrent de herkomst van het aroma. 
Deze proeven zijn verricht met citroenzuur. Hierboven is reeds aan-
getoond, dat ook citroenzuur, evenals alle andere zuren, welke geen 
(23) C. 87. 
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specifieke werking uitoefenen, in s taat is de melk tot aromavorming 
geschikt te maken. Bij de betreffende proeven nu gedroeg citroenzuur zich 
opvallend. De geur der met citroenzuur zuurgemaakte kolfjes was op-
vallend krachtig aromatisch en lang blijvend. Met citroenzuur werd zelfs 
beter aroma verkregen dan met melkzuur, da t toch overigens van alle 
zuren het beste resultaat gaf. 
Ui t proeven van HAMMER *) was reeds bekend, da t aromabacteriën 
citroenzuur aantasten en dit omzetten in vluchtig zuur. H A M M E E heeft 
dan ook aan de aromabacteriën den naam gegeven van Bact. citrovorus 
en Bact. paracitrovorus en gebruikt het gedrag der diplo- en Strepto-
coccen ten opzichte van citroenzuur om aan te toonen of een bacterie als 
aromabacterie beschouwd moet worden. 
Dat aromabacteriën citroenzuur omzetten kan men reeds dadelijk 
demonstreeren door den zuurgraad van een cultuur in melk met citroen-
zuur te vervolgen. Door deze vergisting daalt de titer duidelijk (zie bijv. 
tabel 17 en 18). 
In vleeschbouillon, waarin de aromabacteriën goeden groei vertoonen, 
wordt evenals in melk geen aroma gevormd. Voegt men aan vleesch-
bouillon met 5 % of 1 % lactose melkzuur toe in een geschikte concen-
trat ie (bijv. van 0,7 tot 2,0 cc n / l per 100 cc), dan bemerkt men evenmin 
iets van aroma. Echter bij een concentratie van 2 cc n / l citroenzuur per 
100 cc bouillon werd zeer duidelijk aromavorming geconstateerd. Dit 
geschiedde zelfs in vleeschbouillon, waaraan geen suiker was toegevoegd. 
Op grond van deze gegevens kan het wel haast als zeker worden geacht, 
da t het citroenzuur de bron der aromatische stof is. 
Proeven met citroenzuur. 
Het citroenzuur is dus zeer gunstig voor de vorming van het aroma. 
Dit verraadt zich ook door het feit, dat het aroma over een grooter 
zuurgraadsgebied onts taat dan bij melkzuur. Bij melkzuur is dit zuur-
graadsgebied beperkt tusschen 4 en 7 cc n / l per 100 cc, bij citroenzuur 
tusschen 4 en 9 cc n / l per 100 cc. De hoogste grens bewijst, da t citroen-
zuur in melk niet zoo'n hoogen zuurgraad veroorzaakt als een zelfde 
hoeveelheid melkzuur. Daarom blijkt uit de gelijkheid der laagste grens 
voor beide zuren, dat door citroenzuur reeds bij lager zuurgraad aroma-
vorming mogelijk is dan bij melkzuur. 
Overigens verloopt het proces evenals bij melkzuur. 
J) B. W. HAMMER, Volatile acid production of S. lacticus and the organisms as-
sociated with it in starters. Agr. Exp. Stat. Iowa St. Coll. of Agr. and Mech. Arts, 
Research Bulletin n°. 03, Oct. 1920. 








































Gekweekt bij 21° C. in serum, bereid van melk, waaraan per 100 cc de aangegeven 
hoeveelheid zuur was toegevoegd. Geënt met een aromabacteriestam op 15 October 1925. 
Toch mogen wij den gunstigen invloed van een toevoeging van citroen-
zuur in een vloeistof als melk, welke reeds van nature dit zuur bevat, 
niet te hoog aanslaan. Er zijn verschillende reeksen proefnemingen gedaan, 
waarbij citroenzuur vergeleken werd met melkzuur en de verschillen zijn 
nooit pregnant geweest, ja zelfs meestentijds waren zij practisch van 
weinig of geen belang. Ook het gebruik van natr iumcitraat en zuurmaken 
met zwavelzuur heeft voor de aromakwaliteit geen belang gehad. 
Een eventueele gunstige werking van citroenzuur in melk is ook nog 
op andere wijze onderzocht. 
Uit hierboven beschreven proeven is duidelijk geworden, hoe het aroma 
ontstaat tijdens de periode van krachtigen groei der aromabacteriën. Dit 
doet vermoeden, dat het de groeiende aromabacteriën zijn, welke aroma 
produceeren. Om hierover nader uitsluitsel te krijgen, is een reeks korfjes 
op 15 April 1925 geënt met een aromabacteriestam en is melkzuur in 
geschikte concentratie op verschillende dagen hierna toegevoegd. Hoe later 
dit melkzuur in de kolfjes werd gebracht, des te meer aromabacteriën 
waren aanwezig, echter des te minder groei was er. Indien aroma gevormd 
werd door aromabacteriën in rusttoestand, zou ook in oudere cultures nog 
geur geconstateerd moeten worden. Zoo evenwel groei noodig is, kan men 
alleen bij zuurtoevoeging in de eerste dagen aroma verwachten. 
Uit tabel 13 zien we inderdaad, dat het vermogen tot aromavorming 
in een oudere cultuur zeer veel geringer is. Na 3 dagen is er nog maar 
sprake van een zwakke aromaproductie. 
Indien echter voor het aroma citroenzuur noodig is, geeft de proef van 
tabel 13 geen juist inzicht, daar ook in een niet-zuur milieu het citroen-

































































Gekweekt bij 21° C. Gëënt met 1 groot oog melkeultuur van een aromabacterie op 
15 April 1925. Hoeveelheid toegevoegd melkzuur 5,3 ee n/1 per 100 cc. 
zuur door de aromabacteriën wordt omgezet. In een oudere cultuur zou 
dus tevens het voor het aroma noodige citroenzuur ontbreken. Daarom is 
dezelfde proef herhaald met toevoeging van citroenzuur in plaats van 
melkzuur, terwijl als vergelijking een contrôlereeks met melkzuur dienst 
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Gekweekt bij 21° C. Geënt op 20 October 1925. Hoeveelheid toegevoegd zuur was 
6 cc n/l per 100 cc. 
(26) C. 90. 
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Uit deze proef kan geconcludeerd worden, dat na ongeveer één week 
het aromavormend vermogen reeds sterk verminderd is, maar dat een 
volledig wegblijven van aroma pas in drie weken oude culturen te con-
stateeren valt. Citroenzuur heeft op het wegblijven van aroma geen invloed. 
We moeten dus aannemen, dat in een cultuur van aromabacteriën in 
melk het groeiproces zich over zeer langen tijd uitstrekt en dat op de 
korte periode van zeer snelle (logarithmische) vermeerdering nog een lang-
durige volgt van langzamen groei. 
Dit kan men ook direct aantoonen door in cultures van aromabacteriën 
de bacteriën te dooden en dan de vloeistof opnieuw te enten met een 
geringe hoeveelheid bacteriën. Voor het dooden der bacteriën komt het 
meest een temperatuurdood in aanmerking, daar hierdoor de cultuurvloeistof 
onveranderd blijft. Een hooge temperatuur is evenwel ook niet aange-
wezen, daar ook deze veranderingen kan veroorzaken en dit ook zeker in 
het geval der aromabacteriën doet. Oudere cultures van sommige stammen 
van aromabacteriën in melk vertoonen bij pasteurisatie nl. een uitvlokking 
der caséine, welke niet aan den zuurgraad geweten kan worden. Bij deze 
proeven is dan ook een lagere temperatuur toegepast. Een verblijf van 
ongeveer 16 uren bij 40° C. is voldoende om in een cultuur alle aroma-
bacteriën te dooden. Cultures van aromabacteriën werden nu na verschil-
lende tijden 16 uren bij 40° C. geplaatst, daarna weer geënt met aroma-
bacteriën en na eenigen tijd door uitstrijking op weigelatine onderzocht op 
groei. Deze proeven leerden, da t pas na een leeftijd van 3 weken geen 
groei meer te eonstateeren viel en da t na 14 dagen de groei reeds sterk 
beperkt was. Reeds na 4 dagen was er een duidelijke vermindering der 
bacteriëntoename. 
In het algemeen heeft ook bij de proef van tabel 14 een toevoeging 
van citroenzuur practisch geen beter aroma veroorzaakt dan melkzuur. 
Alleen na het midden van de drieweeksche periode is citroenzuur in s taat 
den invloed van den verminderden groei der aromabacteriën te compen-
seeren, waardoor dan in de kolfjes met citroenzuur een iets betere geur 
ontstaan kon. 
Als de ouderdom der cultuur zóó hoog geworden is, da t geen aroma 
meer gevormd kan worden, zien wij nog wel een kwaliteitsverschil tus-
schen de melkzuur- en de citroenzuurkolfjes. De eerste blijven nl. langen 
tijd „goor", de laatste zijn direct „neutraal" . Dit verschil is echter niet 
essentieel, daar de gore geur der melkzuurkolfjes veroorzaakt wordt door 
den eigen geur van het melkzuur, welken het citroenzuur mist. 
De proef van tabel 14 verloopt op volkomen gelijke wijze als men van 
het begin af in alle kolfjes het citroengehalte verhoogt door toevoeging 
(27) C. 91 , 
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van natriumcitraat (5,2 g per 1 melk) en dan na verschillende dagen met 
melkzuur zuurmaakt. 
Als derde proef in deze reeks werd citroenzuur gebruikt in combinatie 
met in den voedingsbodem zelf door werking van melkzuurbacteriën 
ontstaan melkzuur. Hiertoe werden uitgezuurde cultures van verschillende 
melkzuurbacteriën gefiltreerd en bij het gepasteuriseerde serum natrium-
citraat of calciumcitraat en verschillende hoeveelheden natriumcarbonaat of 
calciumcarbonaat gevoegd. Van een begünstigenden invloed van het toe-
gevoegd citroenzuur was ook in deze cultures niets te constateeren. 
Ten slotte zijn nog enkele proeven gedaan of misschien ook in meng-
cultures van aroma- en melkzuurbacteriën verbetering van het aroma te 
bereiken valt met behulp van citroenzuur. 
De situatie is hier gecompliceerder, daar in de mengcultures het gehalte 
aan melkzuur niet gedurende den geheelen duur der proef constant is en 
dus ook de deelingssnelheid of de generatie tijd der aromabacteriën ver-
andert door de toenemend remmende werking van den stijgenden zuur-
graad. De aromabacteriën hebben dus in een mengcultuur geen vrije 
ontwikkeling. Bij het voortdurend overenten van een mengcultuur ontstaat 
ten slotte een evenwichtstoestand tusschen aromabacteriën eenerzijds en 
melkzuurbacteriën anderzijds, waardoor zoo'n zuursel zijn aromabacteriën 
blijft behouden, zij het dat het percentage, berekend ten opzichte van de 
totaalflora, afhankelijk is van de individueele eigenschappen der samen-
stellende bacteriesoorten. Het is echter niet van te voren te zeggen of deze 
natuurlijke verhouding de meest gunstige is. Men zou zich bijv. kunnen denken, 
da t beter aroma werd verkregen als de zuurvorming pas optrad op het 
moment, da t de toename van het aantal aromabacteriën het sterkst was 
(vgl. ook de proef van tabel 13). De aromaproductie zou dan geschieden 
op het meest actieve moment van de aromabacteriën en de hierna 
volgende periode van aromavernietiging zou vallen in het gebied van nog 
slechts gering groeivermogen. 
In werkelijkheid blijkt bij de proef, dat bij gebruik van normale 
melkzuur- en aromabacteriën, d. w. z. van combinaties, welke in de ge-
wone zuurselpractijk goed voldeden, geen voordeel voor de aromavorming 
werd verkregen door de aromabacteriën een voorsprong te geven, d. w. z. 
door deze eerder in de melk te enten. Werden bijv. de melkzuurbacteriën 
slechts 24 uren later in de melk geënt (de entingen, ook die der aroma-
bacteriën, werden verricht met ongeveer 4 mg melkcultuur per 30 cc 
melk), dan was de aromavorming reeds duidelijk minder dan bij gelijk-
tijdige enting. 
Worden de melkzuurbacteriën eerder in de melk geënt dan de aroma-
(28) C. 92. 
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bacteriën, dan gaat de toestand meer gelijken op dien, welke verkregen 
wordt bij kunstmatige zuurtoevoeging aan de melk, hoewel door het hoog 
stijgen van den zuurgraad de tijdsduur voor groei en werkzaamheid der 
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Gekweekt bij 21° C. Beide bacteriesoorteii gëënt met 1 groot platina-oog melkcultuur 
in 30 ce melk op 4 Januari 1926. 
In tabel 15 zien we dit bevestigd. K 5 is een zeer snel en hoog 
zurende melkzuurbacterie, R 1 zuurt langzamer en bereikt een minder 
hoogen zuurgraad in melk. In overeenstemming hiermede is het aroma 
met R 1 beter en treedt in de oudere cultures het aroma in de cultuur 
met K 5 later op. 
Deze proeven zijn herhaald met toevoegingen van citroenzuur, hetzij 
door de bacteriën te kweeken in melk met citraat, hetzij door latere 
citraatgiften. Eenige invloed hiervan is wederom niet geconstateerd. 
Uit de beschreven ruikproeven met citroenzuur volgt dus, da t in die 
omstandigheden, welke geheel of gedeeltelijk met de practijk overeenstemmen, 
van een gunstigen invloed van extra-toegevoegd citroenzuur niets is ge-
bleken. Een gunstig effect werd alleen bereikt bij het kweeken van 
aromabacteriën alleen in met citroenzuur zuurgemaakte melk. 
Azijnzuur in cultures van aromabacteriën. 
Zooals hierboven reeds uiteengezet is, wordt door de aromabacteriën 
in melkcultures altijd dezelfde hoeveelheid azijnzuur gevormd, of wij nu 
(29) C. 93. 
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te maken hebben met een reincultuur in melk of in aangezuurde melk of 
met een mengcultuur van aroma- en melkzuurbacteriën. Dit bewijst dat 
het ontstaan van azijnzuur alleen te danken is aan het metabolisme der 
aromabacteriën. De melkzuurbacteriën zijn niet in staat azijnzuur in melk 
te produceeren, tenzij in zeer minimale hoeveelheden, welke pas aangetoond 
kunnen worden door een hoeveelheid melkcultuur van enkele liters te 
analyseeren. 
Het gehalte aan azijnzuur verloopt parallel met den groei der aromabac-
teriën. Wij zagen, dat in een zuurgemaakte cultuur het aroma verschijnt na 
de stijging van het aantal bacteriën van weinig tot zeer veel. In deze periode 
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In overeenstemming hiermede verloopt de azijnzuurconcentratie in een 
aromabacteriëncultuur volgens de bekende S-lijn, welke men ook vindt voor 
het verband tusschen ouderdom en aantal bacteriën in een willekeurige bac-
teriëncultuur of tusschen ouderdom en melkzuurgehalte in een melkzuur-
bacteriëncultuur. In melk met 5 cc n/l melkzuur per 100 cc, geënt met 0,5 °lm 
aromabacteriënmelkcultuur werd b.v. voor het gevormde azijnzuur gevonden: 
Na 1 2 3 4 5 6 etmalen. 
0 2,4 27,0 30,8 31,1 34,1 cc n/50 azijnzuur per 50 cc. 
Daar de vorming van het azijnzuur in zuurgemaakte cultures geheel parallel 
gaat met die van het aroma, leek het van belang na te gaan of bij het ver-
dwijnen van het aroma in deze cultures ook het azijnzuurgehalte een ver-
andering ondergaat. D't is niet het geval, gelijk blijkt uit onderstaande cijfers, 
verkregen bij een cultuur van aromabacteriën in melk met 5 cc n/l zwavelzuur 
per 100 cc. 
(30) C. 94. 
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Na 3 6 10 15 37 5 1 
dagen dagen dagen dagen dagen maanden jaar 
32,6 34,6 34,6 35,3 35,4 35,4 35,5 cc n/50 per 50 cc. 
HAMMER (I.e.) toonde aan, dat de aromabacteriën typische citroenzuurver-
gisters zijn en dit zuur afbreken tot o.a. azijnzuur. Dat inderdaad een hoogere 
concentratie aan citroenzuur aanleiding geeft tot een grootere hoeveelheid 
azijnzuur blijkt duidelijk uit een proef, waarbij op 15—6—'25 melk, waaraan 
per 100 cc 5 cc n/l citroenzuur was toegevoegd, werd geënt met een aroma--
bacterie en waarin op volgende dagen werd gevonden: 
TABEL 17. 
Datum: 
Gevormd azijnzuur, in cc n/50 
Titer der cultuur, in cc n/10 
































In melk, waaraan per 100 cc 7 cc n/l citroenzuur was toegevoegd, werd 
gevonden na enting op 15—6—'25: 
TABEL 18. 
Datum: 
Azijnzuur in cc n/50 per 50 cc 
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Ook in melk met natr iumcitraat ontstaat door de werking der aroma -
bacteriën een hoogere azijnzuurconcentratie: 
Azijnzuur in cc n/50 per 50 cc op 
In melk met 3,5 g Na-eitraat per 1. 












Geënt op 28 Oct. 1925. 
In twee der tabellen is tevens opgenomen de titreerbare hoeveelheid zuur. 
Ook deze cijfers doen uitkomen, dat er citroenzuur verdwijnt. Deze verdwijning 
wordt in het begin gecamoufleerd door een zeker koolzuurgehalte en is dan 
alleen aantoonbaar na uitblazen van dit gas. Bereikt de cultuur een zekeren 
ouderdom, dan worden de titercijfers vóór en na verwijdering van het koolzuur 
gelijk, daar het koolzuur dan in de lucht ontweken is. De koolzuurvorming 
door aromabacteriën is ook oorzaak van de hoogere titer van een mengcultuur 
van aroma- en melkzuurbacteriën, vergeleken met die van een cultuur der 
melkzuurbacteriën alleen. 
Onderzocht werd ook of andere organische zuren door de aromabacteriën 
omgezet werden in azijnzuur. In overeenstemming met de omstandigheid, 
da t deze zuren (oxaalzuur, wijnsteenzuur, appelzuur en barnsteenzuur) bij de 
ruikproeven zich niet anders gedroegen dan zwavelzuur of melkzuur, werd 
bij hun aanwezigheid geen verhooging van het azijnzuurgehalte vastgesteld. 
Bepaling van citroenzuur in melk. 
Voor de kwantitatieve bepaling van citroenzuur zijn verschillende methoden 
bekend. De twee bekendste oxydeeren het citroenzuur met permanganaat, 
waarbij acetondicarbonzuur ontstaat . Volgens de methode DENIGES 1) 
wordt dit ge- bonden aan kwik, waarbij een neerslag ontstaat , hetwelk 
af gefiltreerd, gedroogd en gewogen wordt. 
Bij de andere 2) wordt het acetondicarbonzuur verder gcoxydeerd, n.1. to t 
1) DENIGES, Ann. de Ch. et de physique, 18, 415. 
BEAU, Revue générale du lait, 3 (1904), 385. 
2) L. STAHBE, Zie Zeitschrift für anal. Chemie, 36 (1897), 195. Zie verder voor de 
citroenzuurbepaling in melk b.v. B. BLAYEK und J . SCHWAIBOLD, Beiträge zur Kenntnis 
der Citronensäure. Milchwirtsch. Forschungen, 2 (1925), 260 en F. K I E F E R L E , J . SCHWAI-
BOLD u. CH. HACKMANN, Der Gehalt der Kuhmilch an Citronensäure, zelfde tijdschrift, 
2 (1925), 312. 
(32) C. 96. 
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aceton, doch in tegenwoordigheid van bromium, waardoor het onoplosbare 
pentabroomaceton ontstaat . 
Daar beide methoden het nadeel hebben, dat ten slotte een geheel andere 
stof dan citroenzuur zelf bepaald wordt, waardoor misschien bij de uitkomst 
ook andere verbindingen, welke hetzelfde reactieproduct leveren bij oxydatie, 
begrepen kunnen worden, is getracht een rechtstreeksche bepalingstechniek 
uit te werken. De precipitatie als loodzout leek hiervoor zeer geschikt te zijn. 
Men kan inderdaad in waterige oplossingen van citroenzuur deze stof kwan-
titatief bepalen via het loodzout, mits men zich houdt aan de volgende voor-
waarden: 
De te onderzoeken oplossing mag hoogstens zwak zuur zijn. Neutralisatie 
is dus noodig. 
Men precipiteere met basisch loodacetaat en niet met loodacetaat. 
Een groote overmaat basisch loodacetaat is schadelijk. 
Een overmaat Na-acetaat verhindert volledige precipitatie. 
Uitwasschen geschiedt het beste door centrifugeeren. 
Wegens inconstant loodgehalte van het Pb-citraat wordt het neerslag 
opgelost in azijnzuur en door H2S het lood geprecipiteerd, waarna men het 
PbS afEiltreert (door een kwantitatieven filter, b.v. Schleicher und Schuil 
n°. 589; de filters n°. 597 adsorbeeren een merkbare hoeveelheid citroenzuur), 
indampt om H2S en azijnzuur te verdrijven en ten slotte het achtergebleven 
citroenzuur t i treert . 
Op deze wijze vindt men 99 à 100 % van het citroenzuur terug. 
Wil men deze veelbelovende loodcitraatmethode toepassen bij de analyse 
van melk, dan stuit men op verschillende moeilijkheden. In de met eenig 
klaringsmiddel van eiwitten bevrijde vloeistof ontstaat met basisch loodacetaat 
een neerslag, da t zich heel moeilijk laat uitwasschen, hetzij op een filter, hetzij 
in een centrifugebuis. Slechts door toepassing van diverse kunstgrepen (b.v. 
nieuwe toevoeging van basisch loodacetaat, inleiden van koolzuur) is het 
neerslag door centrifugeeren en oproeren in water van oplosbare veront-
reinigingen te bevrijden. 
Meer moeilijkheden veroorzaakt de gelijktijdige aanwezigheid in het neerslag 
van calcium, phosphorzuur en zwavelzuur. De scheiding van het laatst-
genoemde laat zich wel voltrekken bij het oplossen der loodzouten in azijn-
zuur. He t phosphorzuur en ook het calcium laten zich niet gemakkelijk 
verwijderen, hoezeer ook loodcitraat gemakkelijker in azijnzuur oplost dan 
loodphosphaat. 
He t is dan ook ten slotte niet mogelijk gebleken een betrouwbare analyse-
methode langs den weg van het loodzout te vinden. 
Voor de oxydatiemethode en bepaling als pentabroomaceton is door 
(33) C. 97. 
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KXTNZ *) een uitgewerkt recept gegeven. Bij de bewerking wordt 50 cc melk 
in een maatkolf van 200 cc van eiwitten bevrijd met 10 cc zwavelzuuroplossing 
(1 dl H2S04 en 1 deel water) en 20 cc van een oplossing, welke bestaat uit 120 g 
natriumphosphaat en 200 g natriumwolframaat in 1 1 water en 100 cc zwavel-
zuuropl. (1 : 3). Na aanvulling met 2 cc KBr-oplossing (40 %) en water tot 
200 cc, wordt geschud en gefiltreerd. Bij 150 cc van het verkregen filtraat 
wordt 25 cc versch bereid verzadigd broomwater gevoegd en 5 min. verwarmd 
op 48°—50°. Dan wordt in kleine porties in totaal 10 cc kaliumpermanganaat-
oplossing (5 %) bijgedruppeld, waarbij het citroenzuur geoxydeerd wordt en 
het KBr bromium levert voor de vorming van het pentabroomaceton, hetwelk 
door ontstaan Mn02 meegesleept wordt. Na eenigen tijd staan wordt het Mn02 
weggenomen met een met zwavelzuur aangezuurde oplossing van ferrosulfaat. 
Na een nacht staan filtreert men, wascht uit (eerst met zwavelzuurhoudend 
water) en droogt in een vacuumexsiccator buiten invloed van het licht. De 
hoeveelheid citroenzuur (met 1 molecule kristalwater, dus C6H807 1 aq.) in 
de 150 cc filtraat is dan 0,464 maal het gewogen C3HO Br5. Het citroenzuur -
gehalte der melk per 100 cc wordt berekend als 1,215 maal het gewogene, 
rekening houdende met een volumecorrectie voor de eiwitten van 3,7 cc per 
50 cc melk. 
Bij het beproeven van deze methode werd eerst onderzocht hoe de resul-
taten waren in oplossingen van citroenzuur. Hier is wegens de afwezigheid 
van andere oxydeerbare stoffen minder permanganaat noodig. Voor een op-
lossing van 100 mg citroenzuur is b.v. 5 cc voldoende. Een overmaat per-
manganaat is schadelijk en vermindert duidelijk de opbrengst. Het bleek nu, 
dat de methode KTJNZ te lage uitkomsten gaf, b.v. op 100 mg zuur een tekort 
van 12 %. 
Dit tekort kan men evenwel sterk reduceeren door een hoogere zwavel-
zuurconcentratie. Door b.v. op de 200 cc reactievloeistof 25 cc H2S04 (1 : 1) 
te gebruiken in plaats van 10 cc, werd dit tekort reeds tot op de helft terug-
gebracht. Bovendien wordt een tekort veroorzaakt door een zekere oplosbaar-
heid van het pentabroomaceton. Analyses in hetzelfde volume van verschil-
lende hoeveelheden citroenzuur gaven alle een in milligrammen uitgedrukt 
evengroot tekort, hetwelk in een volume van 100 cc 5,7 mg pentabroomaceton 
of 2,6 mg citroenzuur bedroeg. Dat het pentabroomaceton eenigszins oplosbaar 
is, kan men ook aantoonen door de reactievloeistof, waaruit het ontstane 
1) R. KXINZ, Ueber das Vorkommen und die Bestimmung von Zitronensäure im 
Weine und den Nachweis der Zitronensäure in Milch. Arch. f. Gh. u. Mikrosk. 7 (1914), 
285; Ueber die Bestimmung der Zitronensäure in Milch, zelfde tijdschrift 8 (1915), 129. 
Zie ook SUPPLÉE en BELLIS, Citric acid content of milk and milkproducts. Journ. of 
biol. chemistry, 48 (1921), 453. 
(34) C. 98. 
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pentabroomaceton is af gefiltreerd, te destilleeren. In de eerst overgaande 
vloeistof scheidt zich n.1. nog een kleine hoeveelheid af. 
Een verdere opbrengstverhooging wordt nog verkregen door de preci-
pitatie zonder verwarming tot 50° C uit te voeren en door geen broomwater 
toe te voegen. Door de aanwezigheid van het kaliumbromide wordt blijkbaar 
op den juisten tijd voldoende bromium in de vloeistof vrijgemaakt. 
Hierna werd onderzocht of de methode betrouwbaar was voor de analyse 
van melk. De toevoeging van meer zwavelzuur ter verhooging van de op-
brengst brengt echter twee nadeelen mede, n.1. 1° een fijnere structuur van 
het neerslag, omdat zich in de sterk zure oplossing geen MnOa vormt, waardoor 
de samenballende werking verloren gaat en 2° een neerslaan van wolfram-
verbindingen (W03) tijdens het staan gedurende den nacht. Om dit laatste 
bezwaar te omgaan kan men minder phosphorwolframzure natrium voor de 
klaring gebruiken, doch lijdt hieronder de filtreerbaarheid van den neerslag 
en bestaat de mogelijkheid van verontreiniging met stikstofverbindingen. 
De voorkeur werd daarom gegeven aan een ander klaringsmiddel, waarvoor 
het middel, aangegeven door de Codex Alimentarius, n.1. kaliumferrocyanide 
en zinkacetaat1) uitnemend voldeed. 
De resultaten van een groot aantal analyses mogen als volgt samengevat 
worden. 
Een hooge concentratie aan zwavelzuur in de precipiteerkolf is gunstig. 
Een teveel aan permangaat is schadelijk. Men moet rekening er mede hou-
den, dat niet bij iedere bepaling dezelfde hoeveelheid permanganaat gebruikt 
wordt. Bij bepalingen in cultures, waarin veel melkzuur aanwezig is, moet 
meer permanganaat worden toegevoegd wegens de nevenoxydatie van dit 
melkzuur. 
De precipitatie verrichte men zonder de vloeistof te verwarmen. 
In tegenstelling met de analyse van zuivere citroenzuuroplossingen is 
het wenschelijk om bij de analyse van melk wel broomwater toe te voegen. 
Een algeheele verzadiging echter van de reactievloeistof met bromium heeft 
geen voordeden. 
Voor de oplosbaarheid van het pentabroomaceton moet een correctie 
aangebracht worden. Deze bedraagt onder de omstandigheden, waarbij ge-
werkt werd (zie hieronder), 9 mg, hetgeen rechtstreeks bepaald werd door een 
afgewogen hoeveelheid pentabroomaceton te schudden met een vloeistof, 
overeenkomend met de reactievloeistof. Bij bepalingen met bekende hoeveel-
heden citroenzuur in de melk werd dan ook, evenals bij zuivere citroenzuur-
oplossingen, een tekort gevonden, vrijwel onafhankelijk van de citroenzuur-
1) Kaliumferrocyanide-oplossing: 106 g met water tot 1 1 oplossen. Zinkacetaat-
oplossing: 238 g oplossen met 30 g ijsazijn en water tot 1 1. 
(35) C. 99. 
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concentratie en ten bedrag van 9 à 11 mg pentabroomaceton, hetgeen goed 
overeenkomt met de oplosbaarheidsbepaling. 
Bovenstaande proeven zijn verricht in melk, waarin aromabacteriën het 
citroenzuur hadden ontleed, waardoor dus vóór de analyse bekende hoeveel-
heden citroenzuur konden worden toegevoegd. 
Voorschrift voor de bepaling van citroenzuur in melk en melkeultures. 
Bij 50 cc melk of melkcultuur in een maatkolf van 200 cc voegt men 
achtereenvolgens 10 cc zwavelzuur (1 deel H2S04 op 1 deel water), 5 cc kalium 
ferrocyanide-oplossing en 5 cc zinkacetaatoplossing, vult aan met water tot 
200 cc, schudt goed om en filtreert door een papierfilter. 150 cc filtraat wordt 
gepipeteerd in een Erlenmeyerkolf van 300 cc (met glazen stop). Hierbij 
worden gevoegd 2 cc KBr-oplossing (40 %), 50 cc zwavelzuur (1 : 1) en 25 cc 
broomwater. Dan laat men onder flink schudden uit een buret langzaam 10 cc 
permanganaatoplossing (5%) toevloeien. Bij hooge citroenzuurconcentraties 
gebruike men meer KBr en meer permanganaat. Ook bij aanwezigheid van 
andere gemakkelijk oxydeerbare stoffen (melkzuur b.v.) is meer permanganaat 
noodig. Na 5 minuten wordt de overmaat bromium weggenomen met een weinig 
van een geconcentreerde, met zwavelzuur aangezuurde oplossing van ferro-
sulfaat. De vloeistof blijft een nacht overstaan en men filtreert in een filter-
kroesje met poreuzen bodem. Voor het filtreeren is het gewenscht goed te 
schudden en het pentabroomaceton van den glaswand los te maken met een 
van caoutchouc voorziene staaf, want dikwijls ontstaat het pentabroomaceton 
in den vorm van zeer fijne oliedruppeltjes, welke langen tijd in onderkoelden 
toestand kunnen blijven. Uitgewasschen wordt met zwavelzuurhoudend water 
en ten slotte met gedestilleerd water. De droging geschiedt in een exsiccator 
met phosphorpentoxyde zonder evacueeren. 
Bij de berekening van het citroenzuurgehalte houde men rekening met een 
oplosbaarheidscorrectie voor het pentabroomaceton van 9 mg en een volume-
correctie voor de geprecipiteerde eiwitten van 
2 cc voor centrifugemelk 
3,5 cc voor volle melk 
1 cc voor wei, serum of vleeschbouillon. 
Is het gewicht van den pentabroomacetonneerslag p mg, dan berekent men 
het gehalte aan citroenzuur (met 1 molecule kristalwater) in 50 cc vloeistof als: 
0,6125 (p + 9) voor centrifugemelk, 
0,6157 (p + 9) voor wei, serum of vleeschbouillon, 
0,6080 (p + 9) voor volle melk. 
(36) C. 100. 
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Citroenzuur in zuivelproducten. 
Het gehalte aan citroenzuur in melk is vrijwel als constant te beschouwen. 
In mengmelk is steeds een hoeveelheid gevonden van de orde van grootte 
van 100 mg per 50 cc1). Sterilisatie bij 120° C of pasteurisatie gedurende 
30 minuten bij 98° C heeft geen invloed op het citroenzuurgehalte. De vorm, 
waarin het citroenzuur in melk voorkomt, is eenvoudig. Waarschijnlijk bevat 
de melk het als citroenzure zouten, daar het niet op een of andere wijze aan 
de melkeiwitten is gebonden. Dat het niet aan caséine gebonden is volgt 
daaruit, dat bij een kaasbereiding werd gevonden: 
in de kaasbakmelk 103 mg per 50 cc (melk bevatte 1% vet), 
in de eerst-afgetapte wei 99,6 mg, 
in de laatst-afgetapte wei 99,6 mg. 
Het verschil is dus zeer gering. 
Ook in een Chamberlandfiltraat (kaars F) vindt men slechts een onbetee-
kenende vermindering van het citroenzuurgehalte 
Melk 96,2 mg per 50 cc 
Wei hieruit bereid 93,6 
Chamberlandfiltraat van deze wei na filtreeren van 200 cc 86,3 
„ 250 cc 87,7 
„ 600 cc 89,5. 
Verrichten we de Chamberlandfiltratie na de wei gekookt te hebben om de 
albumine neer te slaan, dan is het resultaat hetzelfde, zoodat dus ook geen 
binding aan albumine bestaat: 
Wei 












Door de eiwitten wordt dus slechts een zeer geringe hoeveelheid citroenzuur 
vastgehouden. Daar deze hoeveelheid echter nog wel meetbaar is, is in het 
*) Citroenzuureoncentraties worden steeds uitgedrukt in milligrammen CeH807 lHaO. 
(37) C. 101. 
392 
voorschrift voor de citroenzuurbepaling opgenomen een toevoeging van zwavel-
zuur bij de klaring der melk, om het citroenzuur kwantitatief in het filtraat 
te doen overgaan. Voegt men dit zwavelzuur niet toe, dan krijgt men dus 
wel analyseuitkomsten, welke weinig van de juiste waarde verschillen, maar 
toch iets te laag zijn: 
Klaring met alleen ferrocyanide en zinkacetaat (zonder azijnzuur) 90,0— 
89,2 mg. 
Klaring met toevoeging ook van 10 cc zwavelzuur (1 : 1) 98,0—98,5 mg. 
Bekend is da t uit rauwe melk het citroenzuur op den langen duur ver-
dwijnt. Ktraz *) vond b.v. een afname van 25 mg in de eerste 24 uren en een 
to taa l verdwijnen in 48 uren. Hij besloot, da t dit een bacterieel proces was, 
daar toluol deze citroenzuurafbraak verhinderde. SUPPLÉE en B E L L I S 2) zagen 
in rauwe melk het citroenzuurgehalte terugloopen to t 20 mg per 50 cc in 28 
dagen, terwijl in gepasteuriseerde melk deze ontleding langzamer geschiedde. 
TEMPLETON en SOMEE 3) vonden eveneens afname van het citroenzuurcijfer 
bij spontane zuring, evenals BOSWORTH en PRUCHA 4). 
Welke bacteriën voor deze citroenzuuraantasting verantwoordelijk zijn is 
onderzocht door laatstgenoemde onderzoekers. Zij vonden da t de bacteriën 
van zuursel of karnemelk deze aantast ing bewerkstelligden, gelijk bleek bij 
enting van karnemelk in vleeschbouillon met 1 % lactose en 1 % calciumcitraat. 
Evenwel waren de melkzuurbacteriën hiertoe niet in staat . Wel werd door 
hen een sterke citroenzuurvergisting geconstateerd door Bact. lactis aerogenes, 
maar daar deze bacteriesoort in de door hen gebruikte karnemelk niet voor-
kwam, bleef de vraag, welke bacteriesoort wel in aanmerking kwam, open. Pas 
door het werk van HAMMER C.S. 5) werd opgelost, da t het de aromabacteriën 
waren. Hierbij werd ook de opmerking van BOSWOBTH en PRUCHA bevestigd, 
dat citroenzuur aanleiding gaf tot de vorming van azijnzuur in de cultures. 
Da t in rauwe melk het citroenzuur betrekkelijk snel verdwijnt kan geen 
verwondering wekken voor wie de normale ontwikkeling der flora in deze 
cultuurvloeistof kent . I n de eerste periode toch vindt een krachtige groei 
plaats van bacteriën der coli-aerogenesgroep, zóó sterk, da t op een bepaald 
tijdstip, afhankelijk van besmetting der melk en bewaartemperatuur, de 
*) K T J N Z , TJeber d i e B e s t i m m u n g de r Z i t r o n e n s ä u r e i n Mi lch . Arch. f. Gh. und Mikrosk. 
8, (1915), 129. 
s ) S U P P L É E e n B E L L I S , Ci t r ic a c i d c o n t e n t of m i l k a n d m i l k p r o d u c t s . Journ. of 
biolog. ehem., 48 (1921), 453 . 
3) T E M P L E T O N " e n S O M E B , T h e u s e of c i t r i c ac id a n d s o d i u m c i t r a t e i n s t a r t e r c u l t u r e s . 
Dairy Science, 12 (1929), 2 1 . 
4) B O S W O P - T H e n P R U C H A , T h e f e r m e n t a t i o n of c i t r i c ac id i n m i l k . N . Y . Agr i c . E x p , 
S t a t . , Techn. Bull. 14 (1910). 
5) I b i d . 
(38) C. 102. 
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vloeistof practisch haast een reincultuur van deze bacteriën is. Daar in over-
eenstemming met de resultaten van BOSWORTH en PBTTCHA ook door ons een 
sterk citroenzuuromzettend vermogen van coli-aerogenesbacteriën werd ge-
vonden, moge het verdwijnen van citraat uit rauwe melk aan de werking 
van deze bacteriën worden toegeschreven. Na de coli-aerogenes-periode volgt 
in de rauwe melk een verzuringstijdperk, waarin de melkzuurbacteriën zóó 
krachtig toenemen, dat na verloop van tijd bij plaatcultures niets anders meer 
dan melkzuurbacteriën worden aangetroffen. Een aantal stammen zuivelmelk-
zuurbacteriën werd onderzocht op eventueel vergistingsvermogen voor citroen-
zuur. Bij geen enkelen stam kon echter citroenzuuraantasting aangetoond 
worden. 
In een zuursel verloopt de citroenzuurontleding, dank zij de werking der 
aromabacteriën, snel. Zoo werd b.v. in een gebruikte mengcultuur van melk-
zuur- en aromabacteriën na 3 dagen practisch geen citroenzuur meer gevonden. 
Ook in kaas verdwijnt het citroenzuur. In kaas, bereid op 4 Febr. 1929, 
werd op 11—2—'29 nog een weinig citroenzuur gevonden. In 14 dagen oude 
kaas (Edammer) bevatte het randgedeelte nog wel, het middengedeelte geen 
citroenzuur meer. Daar de kaas gemaakt wordt met toevoeging van zuursel, 
zijn ook hier de aromabacteriën verantwoordelijk voor deze vergisting. 
Het niet-aanwezig zijn van citroenzuur in kaas werd ook geconstateerd 
door BOSWORTH en PÜCHA. Zij vonden het citroenzuur reeds verdwenen vóór 
het persen. Vermoedelijk moet dit verschil op rekening gesteld worden van 
de andere kaassoort, waarmede zij hun onderzoek verrichtten. 
Citroenzuurvergisting door aromabacteriën. 
De citroenzuuraantasting door aromabacteriën geschiedt wederom volgens 
hetzelfde beeld als de koolzuurvorming en de azijnzuurvorming te zien gaven. 
Zoowel in kunstmatig zuurgemaakte cultures verdwijnt het citroenzuur als in 
mengcultures met melkzuurbacteriën of in een gewone reincultuur in melk. 
Bij een reincultuur van aromabacteriën in melk blijken ook weer duidelijk 
individueele verschillen tusschen verschillende stammen op te treden. Figuur 5 
geeft het verloop van het citroenzuurgehalte met den tijd voor twee ver-
schillende reincultures, welke beide even zwaar geënt werden. 
Alhoewel het verloop dezer lijnen doet vermoeden, dat het vermogen tot 
citroenzuuraantasting sterk afneemt naar gelang de cultuur ouder wordt, is 
toch ook de concentratie van het aanwezige citroenzuur een factor, welke op 
de omzetting invloed uitoefent, want bij een proef, waarbij in melk (oor-
spronkelijk 103,5 mg per 50 cc bevattend) door de werking der aromabac-
(39) C. 103. 
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teriën (in reincultuur) het citroenzuurgehalte tot 5 mg gedaald was in 16 
dagen tijd, werd na opnieuw herstellen van het oorspronkelijk gehalte met een 
10 DAGEN 
F I G . 5. 
gesteriliseerde citroenzuuroplossing in den loop van nog 30 dagen nog 74 mg 
per 50 cc ontleed. 
Opvallend is hier, dat nog citroenzuuraantasting geconstateerd werd in 
zulke oude cultures ; na 40 dagen was het minimum in de citroenzuurconcentratie 
nog niet geheel en al bereikt. Dit kon ook nog op andere wijze gedemonstreerd 
worden, n.1. door bij cultures van aromabacteriën in melk na verschillende 
dagen citroenzuur te voegen en het verloop van het citroenzuurgehalte na 
te gaan. Zie tabel 19. 
Op 19 Nov. was het citroenzuurgehalte der oorspronkelijke melk gedaald 
tot 7 mg per 50 cc en op 26 Nov. tot 0. Met de aangegeven intervallen van 
1 week werd 100 mg citroenzuur pei 50 cc toegevoegd. Pas na 5 weken daalt 
dus het citroenzuuromzettend vermogen tot onbeteekenende bedragen. In 
verband met het vroeger opgemerkte over den groei der aromabacteriën in 
oude cultures moeten wij dus aannemen, dat citroenzuur bovendien eenigszins 
stimuleerend op dezen groei werkt. 
De aromabacteriën kunnen dus meer citroenzuur vergisten dan zij in 
melk ter beschikking krijgen. In bovengenoemde proef was in 40 dagen in totaal 
3,5 gr. per liter omgezet. Bij verhooging van het citroenzuurgehalte der melk 
door toevoeging van een gesteriliseerde citroenzuuroplossing tot aan de grens, 
(40) C. 104. 
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TABEL 19. 










5 à 6 weken na deze toevoeging was omgezet 

























Geënt was op 9 November 1928. 
waarbij tengevolge van den zuurgraad nog juist groei optreedt, dit is bij een 
hoeveelheid van 83 cc n / l citroenzuur per 1, wordt al het aanwezige citroenzuur 
in een maand tijd vergist, d. i. dus ongeveer 8 g per 1. 
Natriumcitraat , aan de melk toegevoegd, wordt niet zeer krachtig vergist. 
Hoewel de aromabacteriën wel groeien kunnen bij een concentratie van 5 % 
natriumcitraat (C6HB07Na35H20), werd in melk met 2,5 % natriumcitraat 
slechts 7,5 g citroenzuur per 1 ontleed. Ongetwijfeld is hierop de ongunstige 
zuurgraad, welken het citraat in melk veroorzaakt, van invloed. 
Om inzicht te krijgen in het vermogen tot citroenzuuromzetting is zoowel 
de toevoeging van citroenzuur als die van natriumcitraat ongunstig wegens 
de nadeelige werking op de aromabacteriën van resp. hoogen zuurgraad en 
alkaliseering. Mengsels van citroenzuur en citraat zullen in dit opzicht beter 
voldoen. Zoo werd b.v. in melk, waaraan aequimoleculaire hoeveelheden 
citroenzuur en natr iumcitraat werden toegevoegd in een hoeveelheid, aequi-
valent met 21 g citroenzuur per 1, 15,2 g van dit zuur per 1 omgezet. 
Uit het bovenstaande blijkt, dat de hoeveelheid ontleed citroenzuur af-
hangt van den vorm, waarin het in de cultuur aanwezig is, doch ook van de 
concentratie. Zoo is het dus mogelijk, dat bij hooge concentratie méér omgezet 
wordt dan bij lage concentratie, hoewel nochtans in dit laatste geval niet 
alles ontleed is geworden. We kunnen dit onder een algemeen gezichtspunt 
brengen door een grafische voorstelling, welke vermoedelijk algemeen geldend 
zal zijn voor metabolische processen in de microbiologie. 
Indien wij n.1. het verband aangeven tusschen de toegevoegde vergistbare 
stof en de hoeveelheid vergiste stof, zullen wij bij geringe concentraties een 
volledige omzetting krijgen. Bij hoogere concentraties wordt de hoeveelheid 
(41) C. 105, 
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ontlede stof overeenkomstig grooter, doch het procentisch rendement daaren-
tegen geringer. Ten slotte komt er een punt, waar de concentratie der toege-
voegde stof schadelijk begint te werken op de activiteit der bacteriën. Voorbij 
dit punt wordt de hoeveelheid omgezette stof steeds geringer en daalt tot 
nul, waar de concentratie zóó hoog opgevoerd werd, dat iedere bacteriewerking 
uitblijft. Al naar gelang de nadeelige invloed van de concentratie scherper 
uitgesproken is, des te sneller zal het vergistend vermogen afnemen, zoo b.v. 
bij zuren. Bij zouten zal daarentegen de afname van het metabolisme minder 
duidelijk zijn, daar in het algemeen de groeiverhindering door op zichzelf 
onschuldige zouten pas bij een concentratie van ongeveer 7 % ligt. 
In figuur 6 vindt men een dergelijke grafische voorstelling, toegepast op 
de citroenzuurvergisting in melk. Op de verticale as is afgezet de hoeveelheid 
omgezet citroenzuur, ongerekend het reeds in de melk aanwezige, en op de 
horizontale as de hoeveelheid toegevoegde stof, omgerekend als citroenzuur. 
De rechte lijn V stelt voor het theoretische geval, dat alle toegevoegde stof 
werd omgezet. Deze maakt hier geen hoek van 45° met de assen, daar de een-
heden op beide assen niet gelijk zijn genomen. Op de verticale as is n.1. de 
eenheid: 1 g per 1, op de horizontale 100 mg per 50 cc, d. i. 2 g per 1. Er zijn 
4 waargenomen lijnen geteekend, n.1. voor de toevoeging van het citroenzuur 
in den vorm van: 
Natriumcitraat I 
Een mengsel van citroenzuur en natriumcitraat in de moleculaire ver-
houding 1 :3 I I 
Een mengsel van citroenzuur en natriumcitraat in de moleculaire ver-
houding 1 :1 III 
Een mengsel van citroenzuur en natriumcitraat in de moleculaire ver-
houding 3 : 1 IV 
De maxima van den betreffenden bacteriestam liggen voor 
lijn I bij 2 g/l omgezette en 3,4 g/l toegevoegde stof, 
35 1X1 „ U,0 , , „
 3, ID „ j , „ 
TV 7 9 8 4. 
33 X V 33 ' > ^ 5? 33 33 ° > * 33 33 33 
Uit de grafiek blijkt, dat de snelste daling van het metabolische 
proces optreedt bij het zuurste mengsel I I en de langzaamste bij het natrium-
citraat. Daartusschen ligt het mengsel der aequimoleculaire hoeveelheden. Bij 
de verhouding citroenzuur : citraat = 1 : 3 is zelfs bij een gift, overeenkomstig 
24 g citroenzuur, het maximum der omzetting nog niet bereikt. Bij deze 
(42) 0. 106. 
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hooge citraateoncentraties worden de analysemoeilijkheden echter grooter, 

















F I G . 6. 
De analyses werden verricht in 2 maanden oude reincultures van een 
aromabacterie. Zij bevestigen ten overvloede hoe de aromabacteriën typische 
citroenzuurvergisters zijn. 
Bij het bestudeeren van den invloed van een bestaanden zuurgraad op 
de citroenzuurvergisting kwam een andere merkwaardigheid aan het licht. 
Het resultaat van deze proeven wordt veraanschouwelijkt door de grafische 
voorstelling van figuur 7, 


























F I G . 7. 
Centrifugemelk werd gesteriliseerd en daarna zuurgemaakt met verschil-
lende hoeveelheden gesteriliseerd n/ l melkzuur. De enting geschiedde met 
0,25 cc melkcultuur van een aromabacterie per 1 vloeistof. De verschillende 
lijnen stellen het verloop van het citroenzuurgehalte met den tijd voor, n.1. 
I — cultuur in centrifugemelk zonder eenige verdere toevoeging. 
I I — „ „ „ met 1,67 cc n / l melkzuur per 100 cc. 
-LJ--1- 55 55 5) 55 0,UV_7 „ ,5 „ 5, 55 ,5 
-^ * 55 55 55 55 0,VJU „ „ „ ,, ,, „ 
V 55 55 55 55 V ,OÖ 55 5, „ „ ,5 55 
Door de toevoeging van de verschillende hoeveelheden melkzuuroplossing 
liggen de beginpunten der krommen niet alle op dezelfde hoogte. 
Evenals bij vorige proeven zien wij ook hier weer den grooten invloed 
van den zuurgraad, waardoor de ontwikkeling der aromabacteriën bij de 
hoogste der gebruikte concentraties melkzuur pas omstreeks het 100e uur 
valt, terwijl deze voor de laagste concentratie bij het 25e uur ligt. 
Het zuur in het milieu heeft een grooten invloed op de snelheid der citroen-
zuurvergisting, zoozeer, dat de vergisting bij geringen zuurgraad zelfs eerder 
begint dan in neutrale melk. Bij alle zuurgemaakte vloeistoffen heeft de 
citroenzuuromzetting een uiterst snel, haast explosief verloop. Vooral in de 
laatste phase der omzetting is het verschil met de cultuur in neutrale melk 
opvallend, zóó zelfs, dat de eindpunten der krommen niet vastgesteld konden 
worden. Het zuur doet dus het proces wel later aanvangen, doch verlangzaamt 
het niet, als het eenmaal aangevangen is; integendeel versnelt het de vergisting. 
(44) C. 108. 
399 
Aroma is in alle zuurgemaakte cultures opgetreden; echter in de cultures, 
voorgesteld door de krommen II en III, welke in de laatste periode een ver-
traagd gedeelte vertoonen, slechts in geringe en voorbijgaande mate. Het 
aroma werd geconstateerd als de snelle daling van het citroenzuurgehalte 
begonnen was. 
Blijkens titraties ontstond het koolzuur in deze aromacultures ook tijdens 
het dalen van het citroenzuurgehalte. Dit koolzuur in cultures van aroma-
bacteriën moet ook beschouwd worden als een eindproduct van de citroen-
zuurontleding. Analyse van de koolzuurontwikkeling gaf b.v. 
in melk 80 mg C02 per 100 cc; 
in melk met 2,85 cc n/l citroenzuur per 100 cc 155 mg C02 per 100 cc; 
in melk met 5,72 cc n/l citroenzuur per 100 cc 243 mg C02 per 100 cc. 
Een ander gas dan koolzuur ontstaat niet. 
Zooals te verwachten is laat zich de ontleding van het citroenzuur niet 
in een eenvoudige formule voorstellen. In grove trekken ontstaan uit 1 molecule 
citroenzuur 2 moleculen koolzuur en 1% molecule azijnzuur, doch dat dit 













Ongetwijfeld worden dus nevenproducten gevormd, welke in de cultuur 
blijven bestaan (waarschijnlijk o.a. acetylmethylcarbinol) en waarvan de con-
centratie bovendien afhankelijk is van omstandigheden. 
De citroenzuurvergisting heeft plaats in een medium, waarin de aroma-
bacteriën ook kunnen groeien zonder de aanwezigheid van deze stof. Voor 
den groei der aromabacteriën is dus het citroenzuur niet noodzakelijk. Dit 
blijkt uit de normale ontwikkeling, welke men ziet in vleeschbouillon met 
glucose. Het citroenzuur wordt dus, als het aanwezig is, door de aromabacteriën 
in de metabolische processen betrokken, hetzij als directe afbraak, hetzij 
reageerend met de afbraakproducten der suikers. 
Kunnen de aromabacteriën dus zonder citroenzuur groeien, suiker is in 
(45) C. 109. 
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elk geval voor hun ontwikkeling noodig. Dat b.v. glucose een gunstigen invloed 
heeft op hun activiteit heeft een sterkere citroenzuurontleding ten gevolge. 
Zoo werd bij een proef in vleeschbouillon 1,86 g citroenzuur per 1 omgezet, 
in vleeschbouillon met 0,5 % glucose 2,33 g. 
Bij gebruik van natriumcitraat werd omgezet: 
in vleeschbouillon 1,85 g citroenzuur per 1, 
in vleeschbouillon met 0,5 % glucose 8,8 g. 
Bij toevoeging van een mengsel van citroenzuur en citraat in de verhouding 
1 : 3 werd 10,6 g citroenzuur per 1 volledig omgezet bij aanwezigheid van 0,5 % 
glucose; zonder glucose werd van 8 g citroenzuur per 1 slechts 3,4 g vergist. 
Bij afwezigheid van glucose is er dus nog wel een merkbare citroenzuur-
ontleding, doch deze moet geweten worden aan suikerachtige (Fehling redu-
ceerende) stoffen, welke in den vleeschbouillon van nature aanwezig zijn. 
In vleeschbouillon met een mengsel van citroenzuur en natriumcitraat in 
de verhouding 1 : 3 (dit mengsel is verkozen boven een eenvoudige toevoeging 
van citroenzuur, wijl bij dit laatste de zuurwerking een te hinderen invloed 
uitoefent) in een hoeveelheid aequivalent met 500 mg citroenzuur per 50 cc 
werd ontleed: 
bij afwezigheid van glucose 92 mg citroenzuur per 50 cc, 
met 0,01 % glucose 152 mg, 
„ 0,04% „ 235 „ 
„ 0,1 % „ 408 „ 
„ 0,3 % „ alles. 
Daar in de vloeistoffen met 0,01, 0,04 en 0,1 % glucose alle glucose was 
omgezet, lijkt dus een tamelijk duidelijke evenredigheid te bestaan tusschen 
suiker- en citroenzuurontleding. 
SLOTBESCHOUWING. 
Inmiddels is door de onderzoekingen van KLUYVEE e. a.1) waarschijnlijk 
geworden, dat de in zuursel en boter aanwezige aromastof diacetyl is en dat 
in de levensprocessen der in zuursel voorkomende bacteriën het acetylmethyl-
carbinol van beteekenis is. 
Inderdaad wordt door de aromabacteriën acetylmethylcarbinol gevormd, 
echter alleen in zuur milieu. Kweeken wij dus aromabacteriën in melk, dan 
wordt, zooals boven vermeld werd, geen aroma gevormd, doch ook acetyl-
methylcarbinol is afwezig. Bij aanwezigheid van melkzuurbacteriën of eenig 
zuur in een geschikte concentratie wordt de carbinolreactie sterk positief. 
1) C. B. VAN N I E L , A. J . K L U Y V E E und H. G. D E R X , XJeber das Butteraroma. Bio-
chemisclie Zeitschr., 210 (1929), 234. 
(46) C. 110. 
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K O R T E INHOUD. 
De typische geur van boter, zuursel en karnemelk wordt verwekt door 
aromabacteriën, ontdekt door BOEKHOUT en O T T DE V E I E S , STOBCH en 
HAMMER. Voor de vorming van het aroma is mede de ontwikkeling van 
melkzuurbacteriën (strepto- of duplococcen) noodig. Bij een beschikbaar aantal 
stammen van beide soorten geeft niet iedere combinatie een goed resultaat. 
Door ruikproeven moeten dus de beste combinaties uitgezocht worden. Daar 
de aromabacteriën, in reincultuur in melk gekweekt, geen aroma vormen, 
is het moeilijk het individueel vermogen tot aromavorming van verschillende 
s tammen te onderzoeken. 
Gezuurde room bevat meestal koolzuur, da t door de aromabacteriën ge-
vormd wordt. Er onts taat evenveel koolzuur als de aromabacteriën gekweekt 
worden in melk, in met melkzuur zuurgemaakte melk of in mengcultuur met 
melkzuurbacteriën. Het verloop der koolzuurvorming is in deze media ver-
schillend daar b.v. in zuurgemaakte melk de groei der bacteriën door het 
zuur beinvloed wordt. In gewone melk begint de koolzuurontwikkeling spoedig, 
doch ze is verdeeld over een lang tijdsverloop. 
Hetzelfde kan gezegd worden van de vorming van vluchtig zuur. Dit zuur 
is azijnzuur. Melkzuurbacteriën alleen vormen geen koolzuur en azijnzuur. 
Het metabolisch proces der aromabacteriën schijnt dus onafhankelijk te 
zijn van de manier, waarop gekweekt wordt. Het bleek nu, da t ook aroma 
gevormd kon worden zonder melkzuurbacteriën, n.1. door kweeken in zuur-
gemaakte melk (3 tot 8 cc n / l melkzuur per 100 cc melk). Het aroma treedt 
later op naarmate de melk zuurder is, doch verschijnt tijdens of oogenblikkelijk 
na de logaritmische stijging van het bacteriënaantal. 
De aromabacteriën vertoonen verschillen in gevoeligheid voor zuur. Melk- < 
zuurbacteriën zijn gevoeliger voor zuur dan aromabacteriën, doch de ver- ! 
schillen zijn te klein om hierop een betrouwbare scheiding te baseeren. 
In zuursel neemt het melkzuurgehalte tijdens de rijping toe. Daarom zou 
men een betere aromavorming verwachten met zuurresistente aromabacteriën, 
omdat deze nog bij de hoogst bereikte zuurgraden doorgaan met aromapro-
ductie. Echter aromabacteriën kunnen hun eigen aroma vernietigen, zoodat 
het aangewezen schijnt, dat bij bereiken van den rij pingszuurgraad de aroma-
bacteriën hun werkzaamheid beëindigen. Inderdaad kan men door toevoeging 
op het moment, waarop het aroma ontstaan is, van een overmaat melkzuur 
bewerkstelligen, dat het aroma bewaard blijft. 
De aromabacteriënstammen gedragen zich kwantitatief verschillend. Ver-
schillende stammen van melkzuurbacteriën eveneens. Dit blijkt b.v. uit de 
verzuringssnelheid in melk, welke zeer kan uiteenloopen, als men waarneemt 
(47) C. 111. 
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uit den stremduur. Zelfs bij vrijwel gelijken stremduur bestaan er verschillen 
in het verloop der melkzuurproductie (fig. 4). Dit heeft als gevolg, dat de 
tijdsduur, gedurende welke aromavorming in een mengcultuur kan optreden, 
sterk afhankelijk is van de gebruikte stammen. 
De groei van melkzuurbacteriën wordt beëindigd bij een lageren zuurgraad, 
dan welke in melk door hun werking kan ontstaan. Deze gevoeligheid kan 
verschillen in den vorm der verzuringskromme veroorzaken. 
Aromavorming door alleen aromabacteriën heeft ook plaats met andere 
zuren dan melkzuur. Caséine en albumine zijn van geen belang voor het ont-
staan van aroma. Citroenzuurtoevoeging heeft een sterk begünstigenden 
invloed op de aromavorming door reincultures van aromabacteriën. 
In vleeschbouillon met glucose of lactose en op gunstigen zuurgraad ge-
bracht ontstaat geen aroma, echter wel indien citroenzuur aanwezig is. Dit 
wijst erop, in overeenstemming met HAMMER'S opvatting, dat citroenzuur de 
bron van het aroma is. 
Hoezeer hierdoor het gebruik van citraten bij de aromavorming logisch 
lijkt, bleek in practische omstandigheden een extra-toevoeging van citroenzuur 
of citraat van weinig invloed. 
Het aroma ontstaat in de periode van groei der bacteriën. Een 3 dagen 
oude cultuur vormt nog maar weinig aroma, doch pas na 3 weken is in het 
geheel geen aromavorming meer mogelijk. Proeven, waarbij de bacteriën 
gedood werden en de vloeistof opnieuw geënt, bevestigden dat de groei na 
3 weken beëindigd was. 
Met melkzuurbacteriën werd het beste aroma gevormd bij gelijktijdige 
enting der twee bacteriesoorten. Eerdere enting van de melkzuurbacteriën gaf 
ook dikwijls goed aroma, eerdere enting der aromabacteriën was nadeelig; 
meestal ontstond dan geen aroma. 
Het azijnzuur ontstaat ook direct na of tijdens den groei der aromabac-
teriën. Evenals HAMMER vonden wij meer azijnzuur als citroenzuur was toege-
voegd aan de melk. De vergisting van het citroenzuur blijkt ook uit de titer-
vermindering in melk met citroenzuur. 
Er werd een modificatie van de methode KTTNZ beschreven, ter bepaling 
van citroenzuur in melk of melkcultures. 
In mengmelk wordt gewoonlijk 100 mg citroenzuur (C6H807.1 aq) per 50 cc 
gevonden; wei en Chamberlandfiltraat bevatten weinig minder, zoodat dus 
het citroenzuur in melk niet aan caséine gebonden is. 
Het citroenzuur verdwijnt spoedig in zuursels; ook in kaas wordt het 
omgezet. 
De omzetting van het citroenzuur door aromabacteriën verloopt verschillend 
voor verschillende bacteriestammen (fig. 5). 
(48) C. 112. 
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In met zuren zuur gemaakte melk neemt men het aroma waar direct na 
of tijdens de ontleding van het citroenzuur. Groote hoeveelheden van dit 
zuur kunnen worden omgezet afhankelijk van de beginconcentratie en de 
vorm, waarin het wordt toegevoegd, (zie fig. 6). 
In melk geschiedt de citroenzuurvergisting volgens de bekende S-lijn, 
waardoor nog lang (b.v. 14 dagen) citroenzuur aantoonbaar blijft. In zuur-
gemaakte melk verloopt deze gisting a.h.w. explosief. 
Het koolzuur ontstaat ook tijdens de citroenzuuraantasting en de ontstane 
hoeveelheid is ongeveer evenredig met de verdwenen hoeveelheid citroenzuur. 
Bij de ontleding van 2 moleculen citroenzuur ontstaan ten naaste bij 4 mole-
culen C02 en 3 moleculen azijnzuur. 
Citroenzuur is voor den groei der aromabacteriën niet noodig, suiker wel. 
Zoolang citroenzuur in een cultuur aanwezig is, bestaat er evenredigheid 
tusschen de omgezette hoeveelheden suiker en dit zuur. 
Toelichting bij figuur 1. 
Van iedere aromabacteriënstam zijn 3 lijnen geteekend, voorstellend het 
verloop van den geur bij 3 verschillende zuurgraden, n.1. in melk met 4,7 
(bovenste lijn), 5,3 (middelste lijn) en 6,0 cc — melkzuur (onderste lijn) 
per 100 cc. 
(49) C. 113. 
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SUMMARY. 
PRODUCTION OF AROMA BY BUTTER AROMA BACTERIA. 
The typical flavour of butter is due to the action of bacteria discovered 
by BOEKHOUT and OTT DE V R I E S , STORCH and HAMMER. The aroma is pro-
duced as the result of the combined action of these bacteria and the lactic 
acid bacteria. I t is known tha t not every combination of different strains of 
both these kinds of bacteria causes a good flavour. Good starters therefore 
are composed by empirically selecting the best smelling combinations. I t is 
difficult to gain information as to the activities of each of the two kinds of 
bacteria in a starter, for the ability of the aromabacteria towards aroma-
formation can not be studied in pure cultures, the aromabacteria producing 
no aroma whatever when cultivated in milk without the help of the lactic 
acid bacteria. 
Soured cream as a rule contains carbon dioxyde, produced by the aroma 
bacteria. Uninoculated milk and milk soured by the action of lactic acid bac-
teria only shows no increase of the carbon dioxyde content. The amount of 
this gas is independent of the way in which the aromabacteria are cultivated 
and is the same in pure cultures of these bacteria in milk, in milk, acidified 
with a certain quant i ty of lactic acid (the concentration of which does not 
inhibit the growth) and in milk inoculated with both lactic acid and aroma 
bacteria. Only the velocity of C02-development is different, because the addi-
tion of lactic acid causes a slower bacterial growth. 
Compared with acidified milk the C02-production in milk begins sooner 
but it takes more time till this production is completed. 
The same observation is made with the formation of volatile acid. This 
has always been found to be acetic acid and the amount of it is independent 
again of the presence of lactic acid or lactic acid bacteria. The latter do not 
form acetic and carbonic acid. 
Thus the metabolism of the aromabacteria is not changed by the action 
of lactic acid bacteria. Therefore it might perhaps be possible to obtain aroma-
formation without the use of lactic acid bacteria. This could be done while 
growing the aromabacteria in milk, acidified with lactic acid. 
The typical odour and flavour develop in milk to which has been added 
from 3 to 8 cc of n/1 lactic acid per 100 cc. The aroma is observed sooner or 
later according to the acidity but it appears during or immediately after the 
logarithmical increase of the number of bacteria. 
The aromabacteria show differences in their behaviour towards acidity 
of the medium. The growth of the lactic acid bacteria of a starter (strepto-
or diplococci) is checked at lower acidities than tha t of the aromabacteria but 
(50) C. 114. 
405 
the difference with these two kinds of bacteria is too small to allow a differen-
tiation by means of a medium of a definite acidity. 
In a starter the amount of lactic acid increases during the ripening. For 
this reason a better aroma formation might be expected with aromabacteria, 
which are able to resist high acidities because the interval of possible 
aroma formation is longer than for those which stop their activity at low 
acidities. 
I t appears however tha t aromabacteria can destroy their own aroma. Thus 
the aromabacteria should loose their activity a t the acidity of a full ripened 
starter, when the lactic acid bacteria have completed the souring. Experimen-
tally it was shown tha t cultures of aromabacteria in milk can be forced to keep 
the aroma when a quant i ty of acid, just enough to check the growth or more 
is added a t the moment when the aroma is observed. 
The different strains of aromabacteria show variations in quanti tat ive 
behaviour, but we have to take into consideration the properties of the lactic 
acid bacteria present too. The fermentation velocity is not the same for all 
strains. When inoculated with 0,01 % the milk is coagulated within 24 hours 
with the best lactic acid bacteria, 48 hours for the common types and over 
48 hours for the weakest ones. But also differences are observed with various 
strains of the common type (fig. 4). Consequently the period during which 
aroma formation is possible varies widely with the strain of lactic acid bac-
terium used. 
The possibility of growth of the lactic acid bacteria in milk to which lactic 
acid has been added depends on the concentration of this acid. Above a certain 
concentration (which is different for various strains) of lactic acid no develop-
ment takes place. This concentration is below the final concentration the lactic 
acid bacteria can produce in milk themselves. This means t ha t the last phase 
of the acid fermentation must be due to an enzymatic action. 
Aroma formation in the absence of lactic acid bacteria takes place as men-
tioned above with lactic acid, but with other acids (organic ones just as well 
as inorganic ones) too. The casein and albumin of the milk are valueless with 
regard to odour and favour . A very good flavour is obtained in pure cultures 
of aroma bacteria in milk to which citric acid has been added. Beef infusion 
with dextrose or lactose, though allowing the aroma bacteria to thrive well, 
does not show any aroma, but aroma is produced if citric acid is added. Lactic 
acid and other acids do not make this medium apt for aroma formation. So 
it seems, according to the work of HAMMER c.s. tha t citric acid be the source 
of the aroma. 
Though an addition of this acid or its salts might seem favourable on 
account of these observations, it appeared tha t in practical conditions this 
(51) C. 115, 
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addition proved of no importance. Apparently the normal citric acid content 
of milk is sufficient for a good aroma production. 
Aroma is only formed during the period of growth of the aroma bacteria. 
A culture of an age of three days forms only very little aroma and three weeks 
old cultures do not show any aroma after adding acid, even citric acid. Indeed 
the period of growth in milk lasts about three weeks as was shown by killing 
the bacteria at a temperature of 40° C. and inoculating again with living cells. 
In combination with lactic acid bacteria the best aroma was produced 
when both kinds of bacteria were inoculated simultaneously. A good result 
was also obtained when the aroma bacteria were inoculated after the lactic 
acid bacteria had been able to develop more or less in the milk. No aroma was 
formed when the aromabacteria were inoculated some 24 hours before the 
lactic acid bacteria. 
Acetic acid is the only volatile acid produced in starters and in pure cul-
tures of aroma bacteria. The increase of the acetic acid content follows the 
growth of the aroma bacteria. The amount of it does not diminish when the 
aroma is consumed by the bacteria. According to the work of HAMMEB we too 
found a larger amount of acetic acid in cultures with citric acid added. The fer-
mentation of citric acid is also shown by the decrease of titratable acidity in 
cultures acidified with citric acid. 
Citric acid can be estimated by precipitating with basic lead acetate, and 
decomposition of the lead citrate with H2S but the presence of proteins, sul-
phates and phosphates puts a hindrance to the estimation in milk. 
The following modification of KUNZ' method was used: 
To 50 cc of milk or milk culture are added 10 cc of sulphuric acid (1 part 
of H2S04 and 1 part of water), 5 cc K4FeCy6 solution, 5 cc Zn-acetate solution 
and water to a total volume of 200 cc. 150 cc filtrate is brought into an Erlen-
meyer flask of 300 cc with glass stopper and added 2 cc KBr-solution (40 %), 
50 cc sulphuric acid (1:1) and 25 cc Br-water. From a buret 10 cc KMn04 
(5 %) is added in drops or more if lactic acid or a large quantity of citric acid 
be present. The excess of bromium is neutralised with FeS04-solution. Next 
day the deposit of pentabromacetone is filtered off and washed with dilute 
H2S04 and afterwards with water. I t should be dried in an not evacuated 
exsiccator with P205 . 
Content of citric acid (C6H807.1 H20) per 50 cc is: 
0,6125 (p + 9) mg in skimmed milk, 
0,6157 (p -f- 9) mg in whey, serum or beef infusion, 
0,6080 (p + 9) mg in whole milk, 
wherein p = mg of C3OHBr5 and 9 = correction for the solubility of the 
bromacetone. 
(52) C. 116. 
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The citric acid content of milk of a large number of cows is ra ther constant 
and amounts to about 100 mg per 50 cc. Whey and Chamberland filtrate con-
tain only slightly less; so citric acid practically is not adsorbed by the milk 
proteins. 
Citric acid disappears rapidly in starters and buttermilk (in 2 to 3 days) 
and in cheese (Edam) in from 7 to 14 days. 
The fermentation of citric acid in milk by pure cultures of aroma bacteria 
depends on the individual proporties of the strains used (fig. 5). 
In artificially acidified milk, inoculated with aroma bacteria, aroma is 
observed during or shortly after the decomposition of the citric acid. 
The aroma bacteria can ferment large quantities of this acid. The amount 
of fermented acid depends largely on the initial concentration and on the pro-
portion citric acid: citrate. Fig. 6 shows the relation between decomposed 
citric acid and initial concentration, viz: 
Graph I for added sodiumcitrate, 
„ I I „ citric acid and citrate added in the molecular proportion 1 : 3> 
33 1 1 1 „ j, J,
 5, 53 J, ,3 33 33 j, 1 . 1, 
5) "*- * 35 53 55 55 55 55 35 55 55 55 " ' ^ * 
While the decomposition in milk goes gradually (xig. 5), it shows an ex-
plosive character in acid media. In fig. 7: 
I = fermentation of citric acid in milk, 
I I I = „ „ „ „ „ „ + 3 cc n/1 of lactic acid per 100 cc, 
-L V ^ ^ 33 33 33 33 33 „ ~~T O 33 55 53 35 55 33 1 " 0 33 
This means t ha t the decomposition velocity is especially very large with 
such acidities as cause a good aroma formation. 
Carbondioxyde is developed during the citric acid fermentation and the 
amount of it is proportionate the citric acid concentration. 
2 molecules of citric acid give rise to the formation of about 4 molecules 
of C0 2 and 3 molecules of acetic acid. 
Aroma bacteria thrive well in the absence of citric acid. Sugar however 
is necessary. I t seems tha t as long as citric acid is present there is a proportio-
nality between the rates of decomposition of both compounds. 
(53) C. 117. 
